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Abstrakt:

v

DNA-proteinové crosslinky jsou jedno z nejskodlivéjsich DNA poskozeni a pokud nedojde
kjejich vcasné opravé, muize dojit k naruseni bunéénych procesi a naslednému ohrozeni
zivotaschopnosti bunék. Proto si organismy vytvorily hned nékolik specializovanych opravnych drah.
Pravé proteiny WSS1A a STUbL2 jsou spojeny s opravami DNA-proteinovych crosslinku, ale jejich
mechanismus u rostlin zatim nebyl dostate¢n¢ prozkouman. Pro lepsi pochopeni opravnych mechanismi

je tieba najit nové proteiny, které se na nich spolupodileji.

Pro sledovani proteinovych interakci byla neddvno vyvinuta nova metoda tzv. proximity
labeling, ktera umoziuje pomoci vybranych enzymi modifikovat proteiny interagujici s vybranym
studovanym proteinem nebo leZici v jeho blizkosti. Jednim takovym enzymem je i TurbolD. Oznacené
proteiny se nasledné daji purifikovat a analyzovat napf. pomoci hmotnostni spektrometrie. Takto je
mozné napi. identifikovat nové interaktory kandidatnich proteind. Diky tomu lze ziskat nové informace

slouzici k blizsimu pochopeni opravnych mechanismtt DNA-proteinovych crosslinki u rostlin.

Pomoci Gateway technologie klonovani byly vytvofeny konstrukty nesouci kodujici sekvenci
genu WSS1A a TurbolD tag. Tyto konstrukty byly transformovany do rostlin Arabidopsis thaliana a
byly vyselektovany transgenni rostliny obsahujici vlozeny konstrukt. Tyto budou dale slouzit pro

naslednou analyzu interaktort WSS1A pomoci TurbolD afinitni purifikace.
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Abstract:

DNA-protein crosslinks are one of the most harmful types of DNA damage, and if they are not
repaired in time, cellular processes may be disrupted and cell viability may be threatened. Therefore,
organisms have created several specialized repair pathways. It is the WSS1A and STUbL?2 proteins that
are associated with the repair of DNA-protein crosslinks, but their mechanism has not been sufficiently
explored in plants yet. To better understand the repair mechanisms, we need to find new proteins, that

are involved.

To identify protein-protein interactions, a new method called proximity labeling has recently
been developed, which allows using enzymes to identify proteins interacting with the protein of interest
or proteins in the vicinity of it. For example, TurbolD is one of the enzymes that are used for proximity
labeling method. Such labeled proteins can be purified and further analysed. Therefore, new information
can be obtained, for example for betterunderstanding of the repair mechanisms of DNA-protein

crosslinks in plants.

Using Gateway cloning technology, constructs carrying the coding sequence of the WSS1A gene
and the TurbolD tag were generated. These constructs were transformed into Arabidopsis thaliana plants
and transgenic plants containing the inserted construct were selected. These will be further used for

subsequent analysis of WSS1A proximal interactome by TurbolD affinity purification.
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purification Mass spectrometry*)

BER Bazova excizni oprava (z anglického ,,base excision repair)
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Srovnani sekvence pENTR P1-P4:WSS1A s vysledkem ze sekvenovani kolonie 2 s
insertem pENTR P1-P4:WSS1A (reverse primer).

Srovnani sekvence pENTR P1-P4:WSS1A s vysledkem ze sekvenovani kolonie 5 s
insertem pENTR P1-P4:WSS1A (forward primer).

Srovnani sekvence pENTR P1-P4:WSS1A s vysledkem ze sekvenovani kolonie 5 s
insertem pENTR P1-P4:WSS1A (reverse primer).

Xi



1 UVOD

Integrita DNA, jakozto nositelky genetické informace, je velmi dilezita pro zivotaschopnost bun¢k
a celého organismu. DNA je ovSem neustale vystavovana riznym endogennim a exogennim ¢inidltim,
ktefi ji poskozuji a narusuji jeji integritu. Jednim z velmi Castych a nebezpeénych poskozeni DNA jsou
také DNA-proteinové crosslinky, kdy vznikéa kovalentni vazba mezi proteinem a DNA. DNA-proteinové
crosslinky tvofi velmi objemné adukty a jejich pfitomnost na DNA miZe ohrozit prubéh nékterych
esencialnich bunéénych procest, jako je naptiklad bunéc¢né dé€leni, transkripce nebo replikace, coz mize
mit pro organismus tragické nasledky. Aby k tomuto nedochazelo, je tfeba DNA-proteinové crosslinky
odstranit. Proto si organismy vytvorily hned nékolik specializovanych opravnych mechanismul.

Jednim z opravnych mechanismil je proteolytickd degradace, pii které dochéazi k odstranéni
proteinové ¢asti crosslinku. Enzym tc€astnici se tohoto typu oprav je metaloproteaza WSS1, avsak tento
mechanismus u rostlin nebyl jesté zcela objasnén. Kromé toho se u rostlin spekuluje o uloze STUbL2
pfi opravach DNA-proteinovych crosslinkdl Vv ramci upln€ nového mechanismu. Ani tento rostlinny
mechanismus vSak nebyl zatim objasnén.

Diky studiu protein-proteinovych interakci mizeme ziskat nové informace o téchto proteinech
a zaroven tak objasnit opravné mechanismy. K tomu lze vyuzit metodu proximity labeling znaceni.
Jedna se 0 pomérné€ novou metodu studia interakci mezi proteiny, kterd vyuziva riznych katalytickych
enzymil. Tyto enzymy jsou spojeny se studovanym proteinem a po pfidani vhodného substratu ptipojuji
molekuly substratu na proteiny interagujici s proteinem studovanym nebo leZicim V jeho blizkosti.

Substratem zna¢ené proteiny lze nasledné purifikovat a dale analyzovat.



CIiLE PRACE

Prostudovani dostupnych literarnich zdroju.

Vypracovani literarni reSerse na téma bakalatské prace.

PCR amplifikace, gelova elektroforéza a purifikace PCR produkta.
Klonovani pomoci Gateway strategie, transformace E. coli, colony PCR.
Extrakce plasmidu, jejich ovéfeni Sangerovym sekvenovanim.
Transformace binarnich plasmidi do A. tumefaciens.

Transformace rostlin A. thaliana metodou floral dip.

Selekce transformantti na médiu se selekénimi antibiotiky.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Husenicek rolni (Arabidopsis thaliana)

Husenicek rolni je rostlina patiici do ¢eledi brukvovitych (Brassicaceae). Jedna se o jednoletou
nebo ozimou bylinu mensiho vzristu. Ma pfimou, Casto vétvenou lodyhu, listy rostouci v pfizemni
rizici a kveéty v hroznovitém uspofadani S bilymi korunnimi listky. Plod vytvaii morfologické
uspotradani SeSule. Roste jako plevel pfevazné na skalnatych a kamenitych svazich, polich nebo

na okrajich cest v bohatych populacich (Raven et al., 2013).

Jedna se o prvni rostlinu, ktera byla vybrana jakozto modelovy organismus pro studium rostlinné
molekularni genetiky, a to hned z nékolika divodi. Hlavnim divodem je jeji kratka generacni doba.
Ta trva v pruméru Sest tydnid a kazda rostlina je schopna vyprodukovat vice nez 10 000 novych semen.
Dalsim divodem je jeji mala velikost, jez umoziuje péstovat velké mnozstvi rostlin v pomérné malém
prostoru. Pro husenicek je typicka jeho samosprasnost. Velmi dilezity je predevsim jeho relativné maly
genom, ktery je kompletné osekvenovany. Jeho velikost je 125 Mbp a je tvofen péti chromozomy,

na kterych se nachazi kolem 27 000 genti (Cheng et al., 2017).

Obrizek 1: Zivotni cyklus A. thaliana a jeho morfologie.

(A) A. thaliana v raznych fazich Zivotniho cyklu. (B) Detail kvétu. (C) Detail pylového zrna. (D) Detail SeSule

se semeny (ptevzato z Kramer, 2015).



3.1 Poskozeni DNA

DNA je zdrojem genetické informace a ke spravnému udrzeni Zivota jakéhokoliv organismu
je tieba zachovat jeji integritu. Integrita je ovS§em neustale naruSovana ruznymi faktory a v dusledku
jejich pisobeni miize dochézet k poskozeni DNA, jako jsou naptiklad abazické mista, chybné sparované
baze, crosslinky nebo jednovlaknové (SSB) ¢i dvouvlaknové zlomy DNA (DSB) (Carusillo et
Mussolino, 2020; Tuteja et al., 2001). Poskozeni DNA muize zpusobit zménu sekvence nukleotidii a vést
tak k expresi nefunkénich proteinti, které nasledné mohou ovlivnit normalni buné¢nou fyziologii
(Srinivas et al., 2019). Pokud poskozeni DNA neni zavazné, dochazi ke zpomaleni nebo zastavé
jsou zlomy pak dochazi k apoptoze, aby se predeslo rozsifovani poSkozené DNA (Yoshiyama et al.,
2013).

Zdroje poskozeni mohou byt bud’ endogenni nebo exogenni. Mezi endogenni zdroje lze zaradit
napiiklad vedlejsi produkty metabolismu jakoZzto reaktivni formy kysliku (ROS) nebo dusiku (RNS).
Mezi exogenni lze zatadit rizné fyzikalni faktory, mezi které patii ionizujici (IR) nebo ultrafialové (UV)
zéfeni. Dale mezi né patii nékteré chemické mutageny jako napiiklad alkylacni latky, aromatické aminy,

polycyklické aromatické uhlovodiky (PAH) a mnohé dalsi (Chatterjee et Walker, 2017).

V kazdé lidské bunice dochazi denné k 10 000 poskozeni (Friedberg, 2019). Vzhledem k tomu,
Ze jsou rostliny pfisedlé organismy a nejsou schopny ménit polohu, dochazi u nich k neustalému
poskozovani DNA (Boyko et al., 2005; Li et al., 2002) . Z tohoto duvodu si buiky vybudovaly
komplexni mechanismy, které jsou schopné tato poskozeni identifikovat, monitorovat a nasledné

opravovat (Carusillo et Mussolino, 2020).

Dvouvlaknovy Jednovlaknovy Chybné Objemny adukt
zlom zlom parovani

ROS ROS Alkyla¢ni ¢inidla uv
IR IR Chemoterapeutika Alkylaéni
Alkyla¢ni Alkyla¢ni Replikaéni chyby ¢inidla
¢inidla ¢inidla ROS
PAH

Obrazek 2: Typy DNA poskozeni a latky, které je zptisobuji.

Ve vrchni ¢asti jsou popsany nekteré typy poskozeni DNA. V dolni Casti jsou potom vypsani nektefi Cinitelé,

ktef{ mohou ptispét ke vzniku téchto poskozeni (pfevzato a upraveno z Marconi et al., 2020).



3.2 DNA-proteinové crosslinky

DNA-proteinové crosslinky (DPC) jsou jednim z typi poskozeni DNA. Interakce mezi DNA
a proteiny je nedilnou soucasti mnohych bunéénych procest, jako naptiklad bunééné déleni, transkripce
nebo replikace. Vsechny tyto interakce jsou ovsem docasné a dynamické (Zhang et al., 2020). Jakmile
jsou buiiky vystaveny pusobeni chemikalii zptisobujicich DNA-proteinové crosslinky, mize dojit ke
vzniku kovalentni a ireverzibilni vazby mezi proteinem a DNA, a tak i k samotnému vzniku DPC (Ide
etal., 2018). DPC nasledné diky svoji nadmérné velikosti blokuji interakce mezi jinymi proteiny a DNA
a stavaji se tak pfi¢inou pro chybné fungovani riznych esencialnich bunéénych procest (Hacker et al.,
2020). DPC patii mezi jedny z nejvice Skodlivych poSkozeni DNA (Sun et al., 2020). Prvni zaznam
0 DPC v zivych bunkach pochazi z roku 1962 (Smith, 1962).

Stejné jako ostatni typy poskozeni DNA, i DPC vznikaji plisobenim endogennich nebo
exogennich faktorti. Mezi endogenni patii napf. reaktivni aldehydy, ROS nebo mohou vznikat také
enzymaticky. Mezi exogenni faktory patfi rGzné druhy zafeni (UV, IR) nebo chemické latky,
napt. mitomycin C (MMC), kamptotecin (CPT), etoposid (Eto), zebularin (ZEB), olaparib, veliparib,
teniposid nebo cisplatina (Enderle, Dorn, et Puchta, 2019; Hacker et al., 2020; Kojima et Machida,
2020).

3.21 Typy DNA-proteinovych crosslinki

DPC lze rozdélit do nékolika kategorii. Bud'to je mizeme dé€lit na enzymatické a neenzymatické,
na zaklad¢ toho, jaky protein se ucastni vazby na DNA (Zhang et al., 2020).U neenzymatickych DPC
se na vazbe¢ podilet teoreticky jakykoliv protein nachazejici se v blizkosti DNA, na ktery ptisobi nékteré
z faktorti zpusobujicich tato poSkozeni. U enzymatickych DPC se kovalentni vazba na DNA vytvati
mezi DNA a enzymy, které se se na DNA vazi v pribéhu svého normalniho reak¢éniho cyklu. Mnohé
enzymatické reakce spojené s DNA totiz vytvaii meziprodukt, u nichz vzniké ptfechodné kovalentni
vazba mezi DNA a enzymem. Plsobenim faktorti zpisobujicich tvorbu DPC nedojde k odstranéni
ptechodné vazby mezi enzymem a DNA a dojde tak ke vzniku enzymatického DPC (H. Zhang et al.,
2020)Dale 1ze DPC délit do Ctyt kategorii na zakladé pfitomnosti a typu DNA zlomu pfilehlému k DPC
(Hacker et al., 2020).

Prvni typ DPC je jediny, ktery neni spojeny se zlomy DNA a misto toho se protein kovalentné
vaze na neporusené vlakno DNA. Jedna se o nejcastéji se vyskytujici typ DPC, a zaroven také o jediny
typ zahrnujici enzymatické i neenzymatické DPC (Hacker et al., 2020; Ide et al., 2018; H. Zhang et al.,
2020). Mezi zdroje zptsobujici prvni typ DPC lze zatadit UV a IR zafeni. Ty zpusobuji tvorbu volnych
radikalt uvniti molekul DNA a proteind, které nasledné stoji za interakcemi mezi proteinem a DNA,
a taktéz stoji za tvorbou kovalentni vazby (Barker et al., 2005; Nakano et al., 2017). Dalsimi zdroji
mohou byt reaktivni aldehydy nebo ROS vznikajici jako meziprodukty riiznych metabolickych procesi,

mezi které patfi fotosyntéza nebo demetylace histonti (Barker et al., 2005; Hacker et al., 2020).



Chemické zdroje zpusobujici typ 1 DPC jsou napi. formaldehyd, cisplatina nebo analogy cytozinu, jako
jsou napiiklad zebularin nebo 5-azacytidin (Barker et al., 2005; Kojima et Machida, 2020; Nowicka
et al., 2020; Prochazkova et al., 2022).

DPC druhého typu se vyskytuji v blizkosti abazickych mist vznikajicich béhem bazovych
exciznich oprav (BER) pomoci enzymu poly(ADP-ribéza) polymerazy 1 (PARP1) nebo DNA
polymerazy B (Polf) (Ide et al., 2018). PARP1 DPC vznikaji nejspise jako Schiffovy baze na 3' konci
DNA vlakna. Mohou vznikat spontdnné na DNA v mistech se zvySenou koncentraci abazickych mist
(Khodyreva et al., 2010). Vznik DPC s pritomnosti PARP1 je podporovan plsobenim alkyla¢nich latek
jako naptiklad methylmethansulfonat (MMS) (Prasad et al, 2019). Dalsi latky zapftiCinujici vznik
PARP1 DPC jsou olaparib, veliparib nebo MK4827. Tyto latky inhibuji PARP1 a tim padem enzym
zustava prichyceny na DNA a vznika tak DPC (Murai et al., 2012). V ptipadé Polp DPC se polemizuje

0 jeho vyznamu vzhledem k tomu, Ze je znamo pfili§ malo informaci (Hacker et al., 2020).

U DPC tietiho a ctvrtého typu dochézi k zachyceni topoizomerazového komplexu na DNA.
Takovéto DPC vznikaji pti procesech jako DNA replikace, rekombinace, transkripce nebo segregace
chromozomi, kde je tfeba nejprve pomoci topoizomeraz rozmotat a rozvolnit vldkna DNA
(Hacker et al., 2020; Ide et al., 2018). DNA topoizomerazy jsou schopny rozvolnit DNA pomoci tvorby
prechodnych DNA zlomt. Topoizomerazy miizeme rozdélit na dva typy podle toho, jaky typ zlomu
na DNA vytvaii. Topoizomeraza 1 (TOP1) vytvari na DNA pouze SSB, kdezto Topoizomeraza 2
(TOP2) je schopna na DNA vytvorit DSB. Funkce obou topoizomeraz je zavisla na aktivnim
tyrosylovém zbytku nachéazejicim se v aktivnim centru enzymu, diky kterému maji topoizomerazy
schopnost napadnout fosfat DNA patete reverzibilnim zplsobem. V nékterych ptipadech muize byt
meziprodukt ireverzibiln€¢ kovalentné navazan na DNA a tim muize dojit ke vzniku DPC. Ireverzibilni
vazba muze vzniknout spontanné nebo pii pisobeni chemickych latek, jako jsou naptiklad etoposid nebo
teniposid (Hacker et al., 2020; Wang, 2002). Krom¢ toho je vznik téchto typt DPC podporovan
piitomnosti abazickych mist, chybné sparovanych bazi, SSB nebo DSB (Connelly et Leach, 2004).

Ackoliv je ptivod DPC tetiho a ¢tvrtého typu velmi podobny, slozeni komplexi je po chemické
strance naopak velmi rozlisné, a tak se lisi i jejich vliv na samotnou integritu genomu. U tietiho typu
DPC je TOP1 zachycena k DNA pomoci tyrosyl-fosfodiesterové vazby na 3' konci SSB. Oproti tomu
u ¢tvrtého typu DPC je TOP2 zachycena k DNA pomoci dvou tyrosyl fosfodiesterovych vazeb na obou
5' koncich DSB (Wang 1996). Z tohoto pohledu zptsobuji DPC &tvrtého typu mnohem toxictéjsi
poskozeni DNA nez DPC tietiho typu (Hacker et al., 2020).
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Obrazek 3: Typy DNA-proteinovych crosslinkd.
Typ 1 pfedstavuje protein kovalentné navdzany na nepoSkozenou DNA. Typ 2 zahrnuje PARPI, ktera
je ptipojena ke 3' konci SSB na DNA. U typu 3 je TOP1 pfipojena pomoci tyrosyl-fosfodisterové vazby
ke 3'konci SSB na DNA. U typu 4 je TOP2 pfipojena pomoci tyrosyl-fosfodiesterovych vazeb ke 5' koncim
DSB na DNA (ptevzato a upraveno z lde et al., 2015).

3.2.2 Opravy DNA-proteinovych crosslinki

mohou byt pro integritu genomu a nasledné i pro Zivotaschopnost bunék a celého organismu velmi
zasadni. Proto si organismy vytvorily hned nékolik specializovanych opravnych mechanismt, které jsou
schopny vyhledat DPC a nasledné jej odstranit. Je znamo, Ze byly vyvinuty alespoi tfi na sobé nezavislé
mechanismy specializované na opravu DPC. Jedna se o endonukleotické S$tépeni, proteolytickou
degradaci a enzymatickou hydrolyzu (Enderle, Dorn, Beying, et al., 2019; Hacker et al., 2020). Nové
byl nalezen i étvrty mechanismus vyuZivajici komplex SMC5/6 (Dvoiak Tomastikova et al., 2023).

Endonukleotické Stépeni DPC u rostlin je prvnim zminénym mechanismem oprav DPC.
Hlavnim ¢initelem tohoto mechanismu je endonukleaza Methyl methanosulfonate and UV sensitive
protein 81 (MUSS81), ktera se specificky zamétuje na DNA ¢ast DPC (Enderle, Dorn,
Beying, et al., 2019). MUSS81 tvoii spolecné s Essential meiotic endonuclease 1 (EME1) heterodimerni
komplex, ktery katalyzuje $t€peni riznych DNA meziproduktd (Geuting et al., 2009). Jedna se naptiklad
o zastavené replikacni vidlicky, Hollydayovy spoje nebo D-smycky (Doe et al., 2002; Gaillard et al.,



2003; Mannuss et al., 2010). Specificky mechanismus, kterym se komplex MUS81-EME1 vyrovnava
s témito produkty se nazyva nick-counternick. Pii tomto procesu komplex symetricky $tépi obé vlakna
DNA (Gaillard et al., 2003). Tim dochazi ke vzniku DSB, coz ovsem nasledné vyzaduje dalsi opravné
cesty, jako je homologni rekombinace nebo regrese replika¢ni vidlicky. Mechanismus MUS81 tedy
pravdépodobné nespociva v pfimém odstranéni DPC. Pfesny mechanismus vSak neni Gplné znam
(Regairaz et al., 2011). Je dokazano, ze rostliny s nedostatkem MUSS81 vykazuji zvySenou citlivost viici
neékterym latkdm zpisobujicim DPC, napiiklad MMC, CPT nebo cisplatina. Dale je dokéazéno,
ze MUSS1 se tGcastni oprav DPC prvniho a tfetiho typu. Zda se uéastni i oprav ostatnich typt DPC zatim
neni znamo (Enderle, Dorn, Beying, et al., 2019; Regairaz et al., 2011). Dalsi endonukleaza, ktera
by mohla hrat roli pfi opravach DPC u rostlin je Meiotic recombination endonuclease 11 (MRE11),
ktera je soucasti tzv. MRN-komplexu (Williams et al., 2007). O tomto komplexu je znamo, Ze se ucastni
oprav DBS a je dokonce dokazano, ze se ti¢astni oprav DPC u hub, bakterii a savcti. Role pii opravach
DPC u rostlin v8ak zatim neni potvrzena (Hacker et al., 2020; Stingele et al., 2017; Williams et al.,
2007).

Proteolyticka degradace DPC je dal$im z opravnych mechanismtt DPC. Ta probihda pomoci
metaloproteazy Weak suppresor of SMT protein 1 (WSS1). WSS1 specificky degraduje proteinovou
¢ast DPC mechanismem spojenym s replikaci DNA (Stingele et al., 2014). Bylo experimentalné
dokazéano, ze k proteolyze proteinové casti DPC je potieba jednovlaknova DNA. Dvouvlaknova DNA
totiz vede K vystiizeni samotné proteazy. Po proteolyze proteinové ¢asti DPC zlistava na DNA napojeny
jesté maly peptidovy zbytek (Stingele et al., 2016). Tento peptidovy zbytek je pozd&ji odstranén pii
syntéze translézi (Duxin et al., 2014). Je ovSem nutné, aby byla proteaza kontrolovana mechanismy,
diky kterym jsou nésledné odstranény pouze proteiny s kovalentni vazbou k DNA. Pokud by proteaza
degradovala i nekovalentné spojené proteiny, mohlo by dojit k velmi Skodlivym nasledkim. Jednim
z kontrolnich mechanismi je tzv. ubiquitin switch, pfi kterém dochazi k deubiqutinaci WSS1 pomoci
zatim neznamého mechanismu. Tato deubiquitinace nasledné umoziiuje lokalizovat WSS1 na misto
uréeni. V dalsi arovni kontroly je tieba, aby proteaza WSS1 byla proteolyticky aktivni (Stingele et al.,
2016). U savcu je stejna funkce WSS1 nahrazena proteazou Spartan (SPRTN) (Stingele et al., 2015).
Jednodomé rostliny obsahuji WSS1 s homology WSS1A a WSS1B. Arabidopsis thaliana, stejné jako
ostatni dvoudomé rostliny, disponuje dvéma homology WSS1A a WSS1B, ale bylo prokazano, ze pouze
homolog WSS1A se tcastni oprav DPC. (Enderle, Dorn, Beying, et al., 2019). Podrobné&jsimpopisem
proteinu WSS1A se zabyva kapitola 3.4. Dalsi protedza, ktera by mohla hrat svoji roli pti opravach DPC
je DNA damage inducible 1 proteaza (DDI1). Ta byla zatim popsana u kvasinek a savci, ale ptedpoklada
se, ze by mohla byt spojena s opravnymi procesy i V rostlinné fisi. Tento predpoklad vSak zatim nebyl

prokazan (Koizumi et al., 2016; Trempe et al., 2016).

Poslednim zminénym mechanismem oprav DPC u rostlin je enzymaticka hydrolyza. Ta cili

na vazbu mezi proteinem a DNA. Enzym tucastnici se tohoto typu oprav se jmenuje Tyrosyl-DNA



fosfodiesteraza 1 (TDP1). Jedna se o specializovany enzym schopny hydrolyzovat adukty na 3' konci
DNA. TDPI se u rostlin uéastni oprav DPC tietiho typu (Pommier et al., 2006; Prasad et al., 2019).
Konkrétné slouzi spiSe jako zalozni plan pro opravu tietiho typu DPC (Enderle, Dorn, Beying, et al.,
2019). Mechanismus spoc¢iva v tom, ze TDP1 je schopen hydrolyzovat fosfodiesterovou vazbu mezi
3' fosfatem DNA kostry a aktivnim tyrosylovym zbytkem TOP1 (Pouliot et al., 1999). Vzhledem
k tomu, ze vazba je diky velikosti TOP1 pro enzym nepiistupna, piedchazi samotné hydrolyze vazby
jesté cCasteCna degradace proteinové Casti pomoci proteasomu (Debéthune et al., 2002;
Interthal et Champoux, 2011). Po hydrolyze vazby zistava na 3' konci DNA fosfat, ktery je nasledné
pomoci Polynukleotid kinazy-fosfatazy (PNKP) odstranén a vlakno DNA je zaceleno pomoci BER (Plo
et al., 2003).

Dalsim specializovanym enzymem, ktery by se potencialné mohl u¢astnit oprav DPC u rostlin je
Tyrosyl-DNA fosfodiesteraza 2 (TDP2). Ta byla objevena u obratlovci a G¢astni se oprav DPC u tietiho
a ¢tvrtého typu (Zeng et al., 2011). U rostlin byly objeveny tii homologni izoformy lidského TDP2.
U A. thaliana se ov§em vyskytuje pouze jedna z téchto forem, TDP2a. Ptedpoklada se, Ze by jeji funkce
mohla také spocivat v opravach DPC, ale to zatim nebylo potvrzeno (Confalonieri et al., 2014; Hacker
et al., 2020).

Nov¢ bylo navic prokazano, Ze Structural maintenance of chromosomes 5/6 komplex (SMC5/6)
se také ucastni oprav DPC (Dvoiak Tomastikova et al., 2023). Tento komplex se sklada z prstencové
struktury SMCS a SMC6 heterodimerti a nékolika Non-SMC elementi (NSE). Podjednotka NSE2
predstavujici E3 SUMO-ligazu zprosttedkovava SUMOylaci poskozenych mist na ktera se nasledné
vazou proteiny SUMO-targeted ubiquitin ligdzy (STUbL) pomoci SUMO interagujicich motivii (SIM)
(Whalen et al., 2020). Pfesny mechanismus jesté neni zcela znam. Genom A. thaliana koduje dvé
podjednotky SMC6, jednu podjednotku SMCS5 a Sest podjednotek NSE. Konkrétné se komplex SMC5/6
ucastni oprav DPC tietiho a ¢tvrtého typu, a ve spolupraci s WSS1A a MUSS1 se ucastni oprav DPC

zprostiedkovanych zebularinem (Dvorak Tomastikova et al., 2023).

Z toho tedy vyplyva, ze u A. thaliana existuji alespon ¢tyfti opravné cesty, kdy kazda cili na jinou
cast DPC. V ptipad¢ endonukleotického $tépeni enzym MUSS1 cili na DNA ¢éast u enzymatickych
i neenzymatickych DPC. U proteolytické degradace protein WSS1A cili na proteinovou ¢ast DPC taktéz
u enzymatickych i neenzymatickych DPC. Pfi enzymatické hydrolyze enzym TPDI1 cili na tyrosil-
fosfodiesterazovou vazbu zachycené TOPI1. Enzymatickd hydrolyza se tedy uplatiuje pouze
u enzymatickych DPC, a to konkrétné u téetiho typu (Enderle, Dorn, et Puchta, 2019). SMC5/6 komplex
se na opravach podili nezavisle na téchto tfech drahach, pravdépodobné SUMOylaci DPC nebo proteind,

které se na DPC vazi a piimo zprostifedkovavaji jeho opravu (Dvoiak Tomastikova et al., 2023).



protein

Y CPT

Obrazek 4: Mechanismy oprav DNA-proteinovych crosslinkd.

DNA-proteinovy crosslink lze opravit hned tfemi na sobé nezavislymi mechanismy, kdy kazdy z nich cili
na jinou ¢ast. Prvnim mechanismem je endonukleotické $tépeni pomoci MUS81, ktera cili na DNA. Druhy
mechanismus piedstavuje proteolytickou degradaci proteinové ¢asti pomoci WSS1A. Tietim mechanismem
je enzymaticka hydrolyza vazby mezi proteinem a DNA pomoci TDP1 (pfevzato a upraveno z Enderle, Dorn,
et Puchta, 2019).

3.3 Weak suppresor of SMT protein 1 (WSS1A)

Jak jiz bylo feCeno, jednu ze tfi opravnych mechanismit DPC u rostlin ptredstavuje
tzv. proteolyticka degradace proteinové casti DPC. Tohoto mechanismu se ucastni metaloprotedza Wss1
nebo jeji homolog SPRTN vyskytujici se u savcii. SPRTN je vzdalené piibuzny proteinu WSS1. Maji
stejnou doménovou organizaci a evolu¢ni pavod (Stingele et al., 2015, 2016). Je dokazano, Ze mysi
s nedostatkem SPRTN jsou embryonalné letalni a hypomorfni mutantni jedinci vykazuji znaky

pied¢asného starnuti a genomové nestability (Maskey et al., 2014).

U A. thaliana se oprav DPC tcastni pouze jeden ze dvou pfitomnych homologt WSS1, a to WSS1A.
WSS1A je pro rostlinu esencialni protein a podili se na opravé jak neenzymatickych (prvni typ DPC),
tak nekterych enzymatickych DPC. U enzymatickych DPC se zabyva predevsim opravou DPC s TOP1
(treti typ DPC) (Enderle, Dorn, Beying, et al., 2019). Mutanti Atwss1A vykazuji specificky fenotyp
s kratkymi kofeny, snizenou plodnosti, ale naopak se zvySenou citlivosti vii¢i nékterym latkam
zpusobujicim DPC, jako jsou napf. cisplatina, CPT nebo Eto (Enderle, Dorn, Beying, et al., 2019;
Hacker et al., 2020).Nedavno bylo také prokazano, zev ptipadé absence SMCS5/6 komplexu, ptsobi
WSS1A pii opravach DPC indukovanych zebularinem (Dvofak Tomastikova et al., 2023). Tento

mechanismus ale neni podrobnéji prostudovan.
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3.4 SUMO - targeted ubiquitin E3 ligaza (STUbL?2)

Dalsi protein, ktery by se mohl potencialné Gcastnit oprav DPC u rostlin je SUMO-targeted
Ubiquitin E3 ligaza 2 (STUbL2) (Augustine et Vierstra, 2018; Sun et al., 2020). Ta patii do rodiny
obsahujici domény podobné SUMO (SLD) (Prudden et al., 2007). Proteiny ozna¢ené ubiquitinem jsou
nasledné odstranény pomoci proteasomu. Mluvime tak o ubiquitin-proteasomovému systému (UPP).
Tato opravna cesta byla identifikovana zatim u ¢lovéka a u kvasinek, kde takto dochazi k opravam DPC

tietiho a ¢tvrtého typu (Sun et al., 2020).

U A. thaliana bylo identifikovano Sest typt STUbL (Elrouby et al., 2013). Pfesna funkce
a mechanismus STUDL2 u rostlin jes$té neni pfesné znama, ale spekuluje se o jeho spolupraci
se Structural maintenance of chromosomes 5/6 komplexem (SMC5/6), ktery zabezpe€uje genomovou

stabilitu a hraje kli¢ovou roli pfi opravach DPC (Dvoiak Tomastikova et al., 2023).

3.5 Studium protein — proteinovych interakci

Interakce mezi proteiny (PPI) jsou nedilnou soucasti vSech esencidlnich procesi v buikach
a jejich identifikace je velmi duleZzita pro pochopeni vSech téchto mechanismi v butikach (Yang et al.,
2021). Vétsina proteinti navic nefunguje jako samostatna jednotka, ale pracuje ve formé komplext
(Berggard et al., 2007). Existuje Siroka $kala metod, jak interakce mezi proteiny pozorovat,
a to specificky pro rizné skupiny organismu (Y. Zhang et al., 2009). U rostlin se jedna ptedevsim
o metody kvasinkovy dvouhybridovy systém (Y2H), afinitni purifikaci pomoci hmotnostniho
spektrometru (AP-MS) a ko-imunoprecipitaci (co-1P) v kombinaci s hmotnostnim spektrometrem (MS).
(co-IP a AP-MS) jsou schopny identifikovat interagujici proteiny de novo. Na druhou stranu metoda
Y2H se vyuziva jako potvrzovaci metoda, pfi které¢ se pouze potvrzuje, zda potencialni kandidatni
protein nalezeny pomoci MS opravdu interaguje se studovanym proteinem (Uhrig, 2006; Yang et al.,
2021; Y. Zhang et al., 2009).

Metoda Y2H pracuje na principu toho, Ze mnoho eukaryotickych transkripénich faktord
(napf. kvasinkovy enhancer Gal4) se sklada ze dvou funkéné odliSnych domén, které zprostredkovavaji
transkripéni aktivaci a vazbu na DNA (Berggard et al., 2007). Studovany protein (tzv. bait) je fuzovany
s DNA vazebnou doménou, zatimco jeho potencialni vazebny partner (tzv. prey) je fizovany s aktivacni
doménou. Interakce mezi témito proteiny aktivuje reportérové geny, které zptisobuji barevnou reakci
nebo umoziuji rist na selekénimmédiu (Briickner et al., 2009). Vyhody metody jsou jeji cena a relativné
nizka narocnost (Berggard et al., 2007). Mezi nevyhody naopak patii nespolehlivost v podobé vysoké

miry fale$né pozitivnich vysledkd, a tak se vysledky musi potvrzovat pomoci dalsich metod (Y. Zhang
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et al., 2009). Dalsi nevyhodou je to, ze metoda se da vyuzit pouze za nefyziologickych podminek nebo

za podminek in vitro (Yang et al., 2021).

AP-MS metoda zahrnuje kombinaci metody afinitni purifikace a hmotnostni spektrometrie
(Van Leene et al., 2008). Studovany protein je pomoci ligandu navazan na pevny nosi¢ (Roque et Lowe,
2007). Jako ligand se vyuzivaji predevsim afinitni znacky jako His-tag, FLAG-tag nebo TAP-tag (Y.
Zhang et al., 2009). Proteiny interagujici se studovanym proteinem se nasledné izoluji a zkoumaji
pomoci hmotnostni spektrometrie. Diky hmotnostni spektrometrii se da vygenerovat seznam
potencialnich proteint, které interaguji se studovanym proteinem (Gingras et al., 2005;
Yugandhar et al., 2019). Vyhodou této metody je moznost provadéni za nativnich podminek. Dalsi
vyhodou je moznost sledovani dynamiky PPI, kdy lze sledovat tyto interakce pii riiznych podminkach
(Gingras et al., 2005; Van Leene et al., 2008). Naopak nevyhodou této metody je stejné jako u Y2H jeji
vysoka nespolehlivost a vysoka mira falesné pozitivnich vysledkt, proto je tieba vysledky potvrdit

pomoci jinych metod. (Auerbach et al., 2002; Qi et Katagiri, 2009).

Metoda co-IP je zalozena na zachyceni studovaného proteinu pomoci specifickych protilatek
na pevny nosi¢. Protilatky zaroven nespecificky zachycuji i proteiny interagujici se studovanym
proteinem, pravé pomoci PPI. Proteinové komplexy jsou nasledné izolovany a zkoumany pomoci MS
nebo western blottingu (Berggéard et al., 2007; Masters, 2004). Nevyhodou této metody je vSak
skute¢nost, ze ve vétsSing pripadii nedokaze identifikovat slabé nebo piechodné PPI. Dalsi nevyhodou

je jejich vyuziti pouze v ptipadé nefyziologickych podminek nebo podminek in vitro (Yang et al., 2021).

Novinkou poslednich let je tzv. proximity labeling znaceni, vyuZivajici rizné enzymy,
v kombinaci s MS. Vice informaci o metodach proximity labelingu je poskytnuto v nasledujicich

kapitolach.

3.2 Proximity labeling znaceni

Proximity labeling znaceni (PL) je pomérné nova, avak v dnesni dobé hojné vyuzivana metoda
studia PPI diky svym vyhodam oproti ostatnim metodam. PL ma schopnost zachytit nejen proteiny
pfimo interagujici se studovanym proteinem, ale také zachycuje proteiny vyskytujici se v blizkosti
studovaného proteinu (Roux et al., 2012; Trinkle-Mulcahy, 2019). Dalsi vyhodou PL je schopnost
zachyceni slabych, pfechodnych nebo hydrofobnich PPI za nativnich podminek, coZ spousta metod pro
studium PPI neumoznuje (Bosch et al., 2021; Kerbler et al., 2021; Yang et al., 2021). Vyuziti PL
se rozSifuje do dalSich oblasti nez jen feSeni topologie membran nebo lokalizace a interakce proteind.
Muize nalézt vyuziti v ptipadé identifikace genovych regulatord specifickych pro dany lokus nebo

v elektronové mikroskopii s vysokym rozlisenim (Mair et Bergmann, 2022).

Mechanismus PL metod spociva ve vyuzivani riznych katalytickych enzymd, které se spoji
se studovanym proteinem, nebo dojde Kk jeho zakotveni do subcelularniho prostoru. Po piidani

odpovidajiciho substratu za¢ne enzym znacit proteiny interagujici se studovanym proteinem nebo

12



vyskytujicimi se v jeho blizkosti, a to tak, Ze kovalentné navaze molekuly substratu pravé na tyto
proteiny. Znacené proteiny lze na zaklad¢ afinitni purifikace pomoci streptavidinu izolovat a podrobit
tandemové hmotnostni spektrometrii (MS/MS) (Xu et al., 2021; Yang et al., 2021). Mezi dva
nejvyuzivangjsi PL systémy patfi ty, které vyuzivaji modifikovanou formu E. coli biotin ligazy (BirA),
jako je BioID a TurbolD, nebo systémy vyuZivajici askorbat peroxidazu (APEX) (Bosch et al., 2021,
Yang et al., 2021).

APEX je monomerni askorbat peroxidaza o velikosti 27 kDa (Trinkle-Mulcahy, 2019; Xu et al.,
2021). APEX dokaze oznacit mapované proteiny pomoci biotin-fenolu za pfitomnosti peroxidu vodiku
(Rhee et al., 2013). Optimalni teplota pfi zna¢eni pomoci APEX by méla byt 37 °C a doba znaceni
se pohybuje okolo 1 min, coZ je oproti ostatnim vyuzivanym enzymtm mnohem kratsi doba. Pravé diky
kratké dobé znaCeni se APEX hojné vyuziva pfi studiu dynamickych procesti a pfechodnych PPIL
Nevyhodou této metody je naopak vyuziti biotin-fenolu a peroxidu, coz jsou latky vyvolavajici toxické

uéinky v bunkach a tkanich (Kerbler et al., 2021; Yang et al., 2021).

Proximity-dependent biotin identification (BiolD) pracuje pomoci enzymu BirA, ktery se stal asi
nejvyuzivanéj$im enzymem mezi metodami PL, a to ptedevsim u rostlin. BirA je biotinova proteinova
ligaza o velikosti 35 kDa, ktera zprostiedkovava navazani biotinu na cilové proteiny (Choi-Rhee et al.,
2008; Roux et al., 2012; Tang et al., 2020). Optimalni teplota pro znac¢eni pomoci BioID je stejna jako
u APEX, tudiz 37 °C. Vyhodou oproti APEX je vyuziti netoxického biotinu jakoZto substratu, coz
eliminuje vznik oxida¢nich stresovych podminek pro bunky a tkané (Lin et al., 2017). Oproti tomu
nevyhodou BioID je jeji délka znaceni, ktera se pohybuje okolo 18-24 h (Bosch et al., 2021; Kerbler et
al., 2021).

Metoda PL je hojné vyuzivana v systémech u savcil a jednobunéénych eukaryot, ale jeho vyuziti
v rostlinné sféfe je stale ve vyvoji (Kerbler et al., 2021). Avsak zatimco prvni experimenty vyuzivajici
PL u rostlin vyZadovaly vysokou hladinu exprese a dlouhou dobu znaceni, dnes se setkdvame s enzymy,
které jsou mnohem rychlejsi a specifi¢téjsi pro rizné rostlinné typy, napiiklad TurbolD (Mair et
Bergmann, 2022; Yang et al., 2021). Vice informaci o metod¢ Turbo ID je rozepsano v nasledujici

kapitole.

3.2.1 Turbo-ID afinitni purifikace

TurbolD afinitni purifikace piedstavuje dalsi a zaroven jednu z nejnové&jsich forem studia PPI
pomoci PL. Vyuziva stejné jako BiolD biotin ligdzu BirA, jen s tim rozdilem, ze se jedna o jeji
modifikovanou formu. Velikost enzymu, je stejné jako u BioID 35 kDa (Branon et al., 2018). TurbolD
kombinuje vyhody metod APEX a BiolD a zaroven eliminuje jejich nevyhody. VyuZziva znaceni
cilovych proteinti pomoci netoxického biotinu, stejn€ jako u BiolD. Navic se délka znaceni u TurbolD
nepohybuje v fadech hodin jako u BiolD, ale staci ji doba okolo 10 minut. Kombinace téchto vlastnosti

umoznuje pomérné rychle identifikovat i dynamické procesy v buiikach bez jejich poskozeni (Donelson

13



Smith et al., 2018; Mair et al., 2019). K tomu vSemu je TurboID schopno pracovat uz pii pokojové
teploté na rozdil od ostatnich zminénych metod, které potiebuji teplotu 37 °C (Yang et al., 2021;
Y. Zhang et al., 2020). Bylo dokazano, Ze ve srovnani s BiolD vykazuje TurboID vy$$i G¢innost pfti
biotinylaci cilovych proteini (Arora et al., 2020; Y. Zhang et al., 2019). Vsechny tyto faktory piispély
k rozsifeni metody TurbolD od sav¢ich bunék az do rostlinné sféry (Branon et al., 2018; Y. Zhang et al.,
2019, Tang et al, 2022).

Mechanismus TurbolD afinitni purifikace spociva v tom, ze enzym biotin ligaza po ptidani biotinu
kovalentné¢ navéze molekuly tohoto substratu na cilové proteiny reagujici se studovanym proteinem
nebo na proteiny lezici v jeho blizkosti. Proteiny znacené biotinem se nasledn€ izoluji pomoci afinitni
purifikace na bazi streptavidinu. Izolované proteiny lze dale studovat pomoci MS/MS (Yang et al.,
2021).

Ps Biotin

Obrazek 5: Mechanismus TurbolD proximity labelingu.

Studovany protein (oznaceny oranzovou barvou) je spojen s TurbolD enzymem (oznaceny zelené se znackou
PL). TurbolD po pfidani substratu biotinu (oznaceny cerven¢) kovalentné vaze molekuly biotinu na proteiny
reagujici se studovanym proteinem nebo s proteiny nachazejici se v jeho blizkosti (oznacené Sedou barvou)

(pfevzato a upraveno z Yang et al., 2021).
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4 MATERIAL A METODY
4.1 Biologicky material
411 Rostliny
Pro experimenty byly pouzity rostliny Arabidopsis thaliana linie Columbia-0 (wild-type, divoky

typ) a mutantni linie wssla a stubl2.

Semena rostlin byla vyseta do substratu oSetfeného ptipravkem Careo. Vysetd semena byla
pestovana ve fytotronové komote. Po vykliceni semen bylo vybrano nékolik rostlin, které byly
samostatné rozesazeny do substratu oSetfené¢ho piipravkem Careo. Takto pfipravené rostliny byly
pestovany ve fytotronové komote, dokud nedoSlo kristu kvéti. Tyto rostliny byly pouzity
k transformaci metodou floral dip. Po dozrani semen byly zrostlin odstfihnuty jiz vzniklé SeSule

se semeny.

4.1.2 Bakterie

Pro experimenty byly pouzity bakterie Escherichia coli kmen STBL2 a TOP10, které byly
kultivovany na LB médiu s pfidavkem antibiotik podle selekéniho markeru pfitomného ve vlozeném
vektoru. Bakterialni kultury byly inkubovany 24 hodin pfi teploté 37 °C v termostatu nebo v inkubované

rotacni tfepacce pti 220 rpm.

Dale byly pouzity bakterie Agrobacterium tumefaciens kmen GV3101, které byly kultivovany
na YEB médiu s ptidavkem antibiotik podle selekéniho markeru pfitomného ve vlozeném vektoru.
Bakterialni kultury byly inkubovany 3 dny pii teploté¢ 28 °C v termostatu nebo 1 den

pii 28 °C v inkubované rotaéni tfepacce pii 220 rpm.

4.1.3 Vektory

Vsechny vektory pouzité pii Gateway technologii a jejich zakladni charakteristiky jsou
uvedeny v Tabulce 1.

Tabulka 1: Seznam pouzitych vektort.

Nazev Bakterialni rezistence Velikost [bp]
pDONR P1-P4 carbenicillin 3157
pPDONR P4r-P2 carbenicillin 3219
PENTR TurbolD HA P4r-P2 kanamycin 11074
pK2GW?7.0 spectinomycin 11168
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4.2 Pouzité chem ikalie, soupravy a roztoky
4.2.1 Pouzité chemikalie
e 6x TriTrack DNA Loading Dye (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. R1161)
e Agarose I™ (VWR Chemicals, kat. ¢. 0710-500G)
e Destilovana voda
o DMSO (dimethylsulfoxid) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 27043-1)
e DreamTaq DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. EP0701)
e Ethidium bromid (Sigma-Aldrich, kat. ¢. E8751-5G)
e Gateway™ BP Clonase™ Il Enzyme mix (Invitrogen™, kat. ¢. 11791100)
e Gateway™ LR Clonase™ Il Enzyme mix (Invitrogen™, kat. ¢. 11789100)
o GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. SM1331)
e Proteinase K Solution (Invitrogen™, kat. ¢. 25530049)
e Q5" High Fidelity DNA Polymerase (New England BioLabs, kat. &. M0491)
e Substral Careo (SCOTTS, kat. ¢. 1241021)

4.2.2 Pouzité soupravy
e GenelET Gel Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. K0692)
o  GenelJET Plant Genomic DNA Purification Mini Kit (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. K0792)
e GenelJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. KO503)

4.2.3 Pouzité roztoky a jejich priprava

Y Murashige a Skoog (MS) médium (pH 5.8) s 0,6% agarem: Smichat 2,2 g MS soli, 10 g sachardzy,

1 g MES a 16 g agaru. Doplnit do objemu 1 | destilovanou vodou, upravit pH na 5,8 pomoci 3M KOH

a pripraveny roztok autoklavovat.

1% agardzovy gel pro elektroforetickou separaci: Smichat 1 g agarézy se 100 ml 1x TAE pufru. Roztok

v lahvi s neutazenym vickem rozvatit v mikrovlnné troubé, dokud neni uplné ciry. Po vytaZeni
z mikrovinné trouby nechat chvili zchladnout, nasledné k roztoku ptidat 2 ul ethidium bromidu

a promichat. Roztok nalit do elektroforetické komiurky s vlozenym hiebinkem a nechat ztuhnout.
1x TAE pufr: Do nadoby nalit 20 ml 50x TAE pufru a doplnit destilovanou vodou na objem 1000 ml.

LB médium: Smichat 10 g peptonu, 5 g kvasni¢ného extraktu a 15 g NaCl. Pro vyrobu tuhého média
pridat navic 15 g agaru. Doplnit do objemu 1 1 destilovanou vodou, upravit pH na 7,0 pomoci 3M KOH

a pfipraveny roztok autoklavovat.

TE pufr: Smichat 1,21 g Tris (tris(hydroxymethyl)aminomethan) a 0,37 g EDTA
(ethylendiaminotetraoctova kyselina). Dolit do 100 ml destilovanou vodou. Ptipraveny roztok o pH 8,0

sterilizovat autoklavovanim.
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YEB médium: Smichat 0,5 g MgSO4 X 7 H20, 5 g hhovéziho extraktu, 5 g peptonu, 5 g sachardzy

a 1 g kvasni¢ného extraktu. Pro vyrobu tuhého média ptidat navic 15 g agaru. Doplnit do objemu

1 | destilovanou vodou, upravit pH na 7,2 pomoci 3M KOH a pfipraveny roztok autoklavovat.

4.2.4 Pouzité primery

Primery pouzit¢ pfi PCR amplifikaci a Sangerové sekvenovani byly navrzeny manualné

Mgr. Evou Dvotak Tomastikovou, Ph.D. Seznam pouzitych primert a jejich zakladni charakteristiky

jsou uvedeny v Tabulce 2.

Tabulka 2: Seznam primert uréenych pro PCR amplifikaci a Sangerovo sekvenovani.

Nazev Sekvence 5' — 3' Velikost PCR
produktu [bp]

ET0474 GGGGACAACTTTTCTATACAAAGTTGCGATGGAAAATGTGGTTG 2206

ET0475 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTATCAGTAGTTGCGACGGTG

ET0476  GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCGATGAGTTCGGCGAATT 1900

ET0477 GGGGACAACTTTGTATAGAAAAGTTGGGTGAGTGCCGACATTAGGAGC

ET0478 GGGGACAACTTTTCTATACAAAGTTGCGATGAGTTCGGCGAATT 1888

ET0479 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTATCAAGTGCCGACATTAGG

ETO0003 GTAAAACGACGGCCAGT 2189

ET0004 CAGGAAACAGCTATGAC

ET0238 ATGGAAAATGTGGTTGCAACT 2329

ET0004 CAGGAAACAGCTATGAC

ETO0013 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT 2900

ET0014 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT

17



4.3 Seznam pouZzitych pristroji a zarizeni

43.1

Pristroje a zafizeni

Analytické vahy (Sartorius)

Cell density meter Ultrospec 10 (Amersham Biosciences)
Centrifuga

Digitalni ptfedvazky Scout SC4010 (Ohaus)

Fytotronova komora (Weiss Gallenkamp)

Hlubokomrazici box

Homogenizator Silamat S6 (Ivoclar Vivadent)
Horizontalni elektroforéza MultiSUB Choice Trio (Cleaver Scientific)
Inkubovana tfepacka Forma 420 (Thermo Fisher Scientific)
Laminarni box Jouan MSC 9 (Thermo Fisher Scientific)
Lednice RK (Gorenje)

Magneticka michacka AREX Digital (P-Lab a.s.)
Mikrocentrifuga Microstar 17R (VWR)

Mikrovinna trouba (Daewo0)

NanoDrop One spektrofotometr (Thermo Fisher Scientific)
Ristova komora (Percival Scientific)

Termocykler T-Gradient (Biometra)

Termocykler C1000 Touch Thermal Cycler (BIO-RAD)
Termomixer thermal (VWR)

Termostat BT 120 M (1-CUBE)

Termostatovana tfepacka MaxQ (Thermo Fisher Scientific)
Transiluminator InGenius 3 (Syngene)

Ttepacka vortex VV3 (VWR)

Ttepacka Multi-Vortex V-32 (Biosan)

Vodni lazent TW8 (Julabo)

Vyrobnik ledu (Brema)

Zdroj napéti POWER Pro (Cleaver Scientific)

Programy
SnapGene

Microsoft Excel (Microsoft)
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4.4  Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci metody
4.4.1 lzolace gDNA

Pro izolaci gDNA byly vyuzity rostliny huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana) linie Col-0.
Do 1,5 ml mikrozkumavky byly vlozeny dva listky rostliny. K listim byly ptidany kuli¢ky slouzici
k homogenizaci a mikrozkumavka byla vhozena do nadoby s tekutym dusikem. Nasledné byla
zkumavka dana do homogenizatoru Silamat S6 na dobu 10 s. Zkumavka byla opét vhozena do nadoby
s tekutym dusikem a poté homogenizovana po dobu 10 s. Dale bylo postupovano podle protokolu

soupravy GeneJET Plant Genomic DNA Purification Mini Kit.

4.4.2 Méieni koncentrace a vyhodnoceni Cistoty izolované nukleové kyseliny

Po izolaci gDNA bylo tfeba stanovit jeji koncentraci a vyhodnotit kvalitu. K méfeni byl pouzit
spektrofotometr NanoDrop One. Pomoci automatické pipety byl do spektrofotometru nanasen 1 pl
vzorku izolované gDNA. Cistota byla uréovana z poméru hodnot absorbanci pii vinovych délkach

260 a 280 nm. Cista gDNA vykazovala hodnotu A260/A280 okolo 1,8.

443 Polymerazova ietézcova reakce

Pro PCR amplifikaci konkrétnich nukleotidovych sekvenci DNA byla pouzita Q5® High
Fidelity DNA Polymerase. Nejprve byly pfipraveny PCR reakéni smési. Seznam pouzitych primerd
jeuveden v Tabulce 2. Slozeni PCR reakéni smési a mnozstvi jednotlivych latek je uvedeno
v Tabulce 3. K vytvofené reakéni smési byla nasledné pfidana templatova DNA. Vysledny objem
reakce byl 50 ul. Takto piipravené vzorky byly vloZeny do termocykleru. Casovy a teplotni profil PCR

reakce je znazornén v Tabulce 4.

Tabulka 3: Slozeni PCR reakéni smési pro amplifikaci inzertd.

Slozka Koncentrace Finalni koncentrace Mnozstvi [ul]
zasobniho roztoku
Q5 Reaction Buffer 5x 1x 10
dNTPs 10 mM 200 uM 1
Forward Primer 10 uM 0,5uM 2,5
Reverse Primer 10 uM 0,5 uM 2,5
Q5 High Fidelity DNA 25 Ul 0,02 U/ul 05
Polymerase

Templatova DNA 42,5 ng/ul 100 ng 2,5
Destilovana voda 31
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Tabulka 4: Casovy a teplotni profil PCR amplifikace inzertt.

Proces Teplota [°C] Cas Pocet cykli
Denaturace 98 30s 1
98 10s
Annealing 60 30s 35
72 30 s/kb
Elongace 72 2 min 1

Pro ovéfeni inzertu v bakteridlnich kulturach byla vyuzita metoda colony PCR. Pro tento typ
PCR amplifikace byla pouzita DreamTaq DNA Polymerase. Nejprve byly pfipraveny PCR reakéni
smési. Seznam pouzitych primert je uveden v Tabulce 2. SloZzeni PCR reakéni smési a mnozstvi
jednotlivych latek je uvedeno v Tabulce 5. K vytvofené reak¢éni smési byla nasledné jako templatova

DNA pridana jedna bakterialni kolonie. Vysledny objem reakce byl 20 pl. Takto pfipravené vzorky byly

vlozeny do termocykleru. Casovy a teplotni profil PCR reakce je znazornén v Tabulce 6.

Tabulka 5: Slozeni reakéni smési pro colony PCR.

Slozka

Koncentrace
zasobniho roztoku

Finalni koncentrace

MnozZstvi [ul]

Q5 Reaction Buffer 10x 1x 2
dNTPs 2mM 200 uM 2
Forward Primer 10 uM 0,5 uM 1
Reverse Primer 10 uM 0,5uM 1
DreamTaq DNA 5 U/ul 0,5 U/pl 0,1
Polymerase
Destilovana voda 13,9
Templatova DNA 1 kolonie
Tabulka 6: Casovy a teplotni profil colony PCR.
Proces Teplota [°C] Cas Pocet cykli
Denaturace 95 3 min 1
95 30s
Annealing 30s 35
72 1 min/kb
Elongace 72 10 min 1
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4.4.4 Agaro6zova gelova elektroforéza

Pro separaci PCR produktl byla vyuzita metoda agar6ézové gelové elektroforézy. Vzorky byly
separovany v 1% agar6zovém gelu s ptidavkem ethidium bromidu. Do prvni jamky bylo napipetovano
6 ul GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder pro porovnani velikosti PCR produkti. Pi colony PCR byl navic
k vzorkiim pfidavan 6x TriTrack DNA Loading Dye pro vizualni sledovani migrace DNA b&hem
elektroforézy. Elektroforeticka separace probihala po dobu 30 minut pti napéti 100 V. Po jejim skonceni

byl gel pfenesen do UV transiluminatoru, pomoci kterého byl pozorovan vysledek.

4.45 lzolace a purifikace PCR produktu z gelu

Amplifikované a separované PCR produkty odpovidajici velikosti byly vyfezany z gelu pomoci
skalpelu. Nasledné byly vzorky vyfezaného gelu vloZzeny do mikrozkumavky a zvazeny. Dale byly
produkty vyizolovany z gelu podle protokolu soupravy GeneJET Gel Extraction Kit. U izolovanych
produkti bylo poté tfeba stanovit jejich koncentraci a vyhodnotit kvalitu. K méteni byl pouzit

spektrofotometr NanoDrop One.

4.4.6 MultiSite Gateway klonovani

MultiSite Gateway klonovani je klonovaci technologie vlastnéna spole¢nosti Invitrogen, ktera
umoziuje rychly a vysoce ucinny prenos hned néckolika sekvenci DNA do plasmidi za vyuziti
specifickych rekombina¢nich sekvenci att (attachment sites) a enzymovych smési: BP klonazy
a LR klonazy. Pti tomto klonovani se zachovava orientace ¢teciho ramce a neni zapotfebi restrikénich
enzymu. MultiSite Gateway klonovani se sklada ze dvou reakci nesoucich nazev podle vyuZzivané

enzymové smesi: BP reakce a LR reakce.

Prvni reakci MultiSite Gateway klonovani je BP reakce, kdy pomoci BP klonazy dochézi
k rekombinaci specifickych attB mist na zvoleném DNA fragmentu se specifickymi attP misty
donorového vektoru. Dochazi tak ke vzniku vstupniho klonu se specifickymi attL misty obklopujicimi
vlozeny DNA fragment a vedlejsiho produktu lemovaného specifickymi attR misty. Schéma BP reakce

je znazornéno na Obrazku 6.
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BP klonaza

Vstupni klon atfR1 atfR2

J
|

Obrazek 6: Schéma BP reakce.

Druhou reakci MultiSite Gateway klonovani je LR reakce, kdy pomoci LR klonazy dochazi
k rekombinaci specifickych attL mist vstupniho klonu se specifickymi attR misty destina¢niho vektoru.
Dochazi tak ke vzniku expresniho klonu se specifickymi attB misty obklopujicimi vlozeny DNA
fragment a vedlejSiho produktu se specifickymi attP misty. Schéma LR reakce je zndzornéno
na Obrazku 7.

J

LR klondiza

Expresni klon

J

Obrazek 7: Schéma LR reakce.
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4.4.6.1 BP reakce

Pro BP reakci byly pouzity produkty PCR — C a N faize genu STUbL2 a WSS1A ohraniéené attB
misty vnesenymi pomoci specifickych primeri. Jako donorovy vektor se specifickymi attP misty byl
pouzit vektor pPDONR P1-P4 nebo pDONR P4r-P2 s rezistenci na carbenicillin. Piesné sloZeni reakéni
smési je znazornéno v Tabulce 7. Takto pfipravena reakéni smés byla inkubovana pies noc pii pokojové
teploté. Reakce byla zastavena ptidanim 1 pl Proteinazy K reakéni smési a naslednou inkubaci 10 min

pii teploté 37 °C.

Tabulka 7: Slozeni reakéni smési pro BP reakei.

Slozka MnoZstvi
PCR produkt 100 ng
donorovy vektor 150 ng
BP klonaza 2 ul
TE pufr do 10 ul

44.6.2 LR reakce

Pro LR reakci byl jako vstupni klon pouzity pENTR L1-L4 WSS1A se specifickymi attL. misty
attL1 a attL4r. JelikoZz se jednd o MultiSite klonovani, byly vkladany rovnou dva vstupni klony. Druhym
vstupnim klonem byl pENTR L4r-L3 TurboID ohrani¢eny specifickymi attL misty attL4r a attL2. Jako
destinacni vektor byl pouzit vektor pPK2GW?7.0 s rezistenci na spektinomycin. Pfesné slozeni reakéni
smési je znazornéno v Tabulce 8. Takto pfipravena reakéni smés byla inkubovana pies noc pii pokojové
teploté. Reakce byla zastavena piidanim 1 pl Proteindzy K reakéni smési a naslednou inkubaci 10 min

pfi teploté 37 °C.

Tabulka 8: Slozeni reakéni smési pro LR reakei.

Slozka MnoZstvi
vstupni klon 1 50 ng
vstupni klon 2 50 ng

destinacni vektor 150 ng
LR klonédza 2 ul
TE pufr do 10 ul
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4.4.7 Transformace bakterii E. coli

Po BP i LR reakci byly konstrukty vzniklé klonovanim transformovany do bakterii E. coli
pomoci metody teplotniho Soku. Transformované bakterie byly vysety na misky s tuhym LB médiem
a ptislusnym antibiotikem. Vyrostlé kolonie byly ovéfovany na pfitomnost insertu pomoci metody

colony PCR (viz kapitola 4.4.3.).

Pro transformaci nasledujici po BP reakci bylo vyuzito kompetentnich bakterii E. coli STBL2.
Ke zmrzlym kompetentnim bakteriim byla napipetovana cela smés BP reakce. Bakterie se smési byly
ponechany 30 min na ledu. Nasledoval teplotni Sok, kdy byla zkumavka s bakteriemi inkubovana pfi
42 °C po dobu 45 s. Poté byly bakterie inkubovany na ledu po dobu 2 min. K bunikam bylo nasledné
pridano 500 pl tekutého LB média a zkumavka byla inkubovana v termostatované tfepacce pii teploté
37 °C a 500 rpm po dobu 45 min. Po 45 minutach byla cela suspenze centrifugovana pii 17 000 g po
dobu 2 min. Supernatant byl slit a pelet byl resuspendovan ve 150 ul tekutého LB média. Takto
pripravena suspenze byla rozetfena na Petriho misky S tuhym LB médiem a selekénim antibiotikem

carbenicilinem (100 pg/ml). Misky byly inkubovany ptes noc pii teploté 37 °C.

Pro transformaci nasledujici po LR reakci bylo vyuzito kompetentnich bakterii E. coli TOP10.
Prabéh transformace byl témét totozny jako pfi ptedchozi transformaci jen s jednim rozdilem. Teplotni
Sok pii 42 °C byl pouze po dobu 30 s. Vytvoiena suspenze byla rozetfena na Petriho misky s LB médiem,
ale tentokrat bylo jako antibiotikum ptidan spectinomycin (25 pg/ml). Misky byly taktéz inkubovany
pies noc pri teploté 37 °C.

Kolonie, ve kterych byla ovéfena piitomnost insertu pomoci colony PCR (viz kapitola 4.4.3.)
byly pomoci sterilni Spicky pfeneseny do zkumavek s 5 ml tekutého LB média a pfisluSnym
antibiotikem (stejnym, které bylo obsazeno v tuhém LB médiu). Zkumavky byly inkubovany ptes noc

V termostatované tfepacce pii 220 rpm a teploté 37 °C.

4.4.8 lzolace plasmidi

Pro izolaci plasmidové DNA z bakterialni suspenze v tekutém LB médiu byl pouzit GeneJET
Plasmid Miniprep Kit. Postup izolace byl proveden podle protokolu soupravy. U izolovanych produktii
bylo poté tieba stanovit jejich koncentraci a vyhodnotit kvalitu. K méteni byl pouzit spektrofotometr

NanoDrop One.

449 Kontrola pomoci Sangerova sekvenovani
Pro ovéfeni sekvence izolované plasmidové DNA byly podle pozadavki firmy SEQME
ptipraveny vzorky, které byly nasledné zaslany na sekvenovani. Pozadavky pro sekvenovani plasmidu

s vlastnimi primery jsou uvedeny v Tabulce 9.
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Tabulka 9: Pozadavky pro sekvenovani plasmidu s vlastnimi primery.

Slozka Mnozstvi Pouzité primery Celkovy objem
25 pmol (tj. 2,5 pl 10 umol-1? roztoku
Plasmid 500 ng ! M ! 10 pl
primeri)

Soucasti smési tedy bylo 2,5 pl 10 umol-1* roztoku primerd, doporu¢ené mnozstvi plasmidové

DNA, smés byla doplnéna do 10 pl destilovanou vodou.

4.4.10 Transformace bakterii A. tumefaciens

Po ovéfeni sekvence plasmida byl plasmid se spravnou sekvenci transformovan do bakterii
A. tumefaciens pomoci metody freeze-thaw. Pro transformaci byly pouzity kompetentni bakterie
A. tumefaciens GV3101.

Ke zmrzlym bakteriim byl pfidan 1 pg plasmidové DNA. Zkumavka s bakteriemi byla
inkubovéana pii teplote 37 °C po dobu 5 min. K bakteriim byl ptidan 1 ml tekutého YEB média a cela
suspenze byla inkubovana v termostatované tiepacce po dobu 4 h pfi teplote 28 °C a 500 rpm. Suspenze
byla nasledné zcentrifugovana pti 13 000 rpm po dobu 30 s. Supernatant byl slit a pelet resuspendovan
ve 100 pl tekutého YEB média. Takto pfipravena suspenze byla rozetfena na Petriho misky s tuhym
YEB médiem a antibiotiky: spectinomycin (100 pg/ml), rifampicin (25 pg/ml) a gentamycin (50 pg/ml).
Misky byly inkubovany 3 dny pii teploté 28 °C.

Kolonie, ve kterych byla ovéfena pfitomnost vektoru pomoci colony PCR (viz kapitola 4.4.3.)
byly pomoci sterilni $pi¢ky pfeneseny do zkumavek s 5 ml tekutého YEB média a pfislus$nymi
antibiotiky (stejnymi, které byly obsazeny v tuhém YEB médiu). Zkumavky byly inkubovany pies noc

V termostatované tfepacce pii 220 rpm a teploté 28 °C.

Nasledné byly pripraveny misky pro rust bakterii. Byly pfipraveny Petriho misky S tuhym
médiem a atibiotiky: spectinomycin (100 pg/ml), rifampicin (25 pg/ml) a gentamicin (50 pg/ml),
na které bylo kiizovym roztérem rozetieno 100 pl bakterii v tekutém YEB médiu. Misky byly
inkubovany ptes noc pii teploté 28 °C. Pro ptislusné bakterialni klony byly vytvofeny také bakterialni
konzervy.

4.4.11 Transformace rostlin A. thaliana

Bakterie z misek byly pomoci sterilni $picky pieneseny do zkumavek s 5 ml tekutého YEB
média a prisluSnymi antibiotiky (stejnymi, které byly obsaZeny v tuhém YEB médiu). Zkumavky byly
inkubovany pfes noc v termostatované tiepacce pti 225 rpm a teploté 28 °C. Nasledujici den byl 1 ml
bakterialni suspenze pienesen do Erlenmeyerovy bainky se 100 ml Cerstvého tekutého YEB média
s antibiotiky. Batiky byly inkubovany pfes noc v termostatované tfepacce pii 225 rpm a teploté 28 °C.
Dalsi den byla bakteriadlni suspenze zcentrifugovéana pii 4500 rpm a teploté 4 °C po dobu 20 min.
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Supernatant byl slit a pelet resuspendovan v 5% sacharoze tak, aby opticka hustota pti vinové délce 600
nm dosahla hodnoty 0,8. Nasledné bylo do roztoku piidan acetosyringon do vysledné koncentrace 200
pM (do 200 ml bakterialni suspenze 400 pul 100mM acetosyringonu) a Silwet L-77 do vysledné
koncentrace 0,05% (do 200 ml bakterialni suspenze 100 pl Silwet L-77). Cela suspenze byla poradné
promichana a do takto pfipravené suspenze byla ponotfena kvétenstvi vybranych rostlin A. thaliana
po dobu 3 s. Rostliny byly ptikryty tmavym igelitem a péstovany ve fytotronové komoie a nasledné

ve skleniku (bez igelitu).

4.4.12 Ovéreni pritomnosti konstruktu v T1 generaci rostlin

Transformované rostliny byly péstovany zhruba 2 mésice. Poté byly =z rostlin
do mikrozkumavek sesbirany jejich semena, ktera byla nejprve tfeba vysterilizovat. Do zkumavek
se semeny bylo pfidano 500 ul 70% ethanolu. Zkumavky byly dany do na 10 min do tfepacky. Poté byl
ethanol odpipetovan a k sementiim bylo pfidano 500 pl 97% ethanolu. Ethanol byl opét odpipetovan

a zkumavky byly ponechany s otevienymi vicky, aby semena mohla vyschnout.

Pfitomnost konstruktu byla ovéfena vysetim sterilnich semen na médiu se selekénimi
antibiotiky. K vysusenym sementim byl pfidan 1 ml 0,1% agar6zy a semena byla pipetou rovnomérné
rozprostiena na Petriho misky s Y2 MS médium s 0,6% agarem a kanamycinem (50 pg/ml). Misky byly
uchovany v ristové komoie po dobu 2 tydnt. Rostliny rezistentni k selekénim antibiotikiim, a tedy
obsahujici konstrukt byly pifesazeny do substratu oSetfeného piipravkem Careo. Takto piipravené

rostliny byly péstovany ve fytotronové komote do sklizné. Rostliny budou pouzity pro dalsi analyzy.
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5 VYSLEDKY

5.1 Amplifikace geni WSS1A a STUbL?2 a izolace fragmenti z agar6zového gelu

Templatem pro amplifikaci gend WSS1A a STUbL2 byla genomicka DNA izolovana z A. thaliana
linie Col-0 (viz kapitola 4.4.1). Koncentrace gDNA byla 42,5 ng/ul. Dale byly pouzity specificky
navrzené primery ET472-477 (viz Tabulka 2). Vysledkem PCR byly amplifikované geny pro WSS1A
(C faze i N faze) a STUDBL (pouze N fuze) ohranic¢ené specifickymi attB misty potfebné pro BP reakci
(Gateway technologie). PCR produkty byly separovany v 1% agar6zovém gelu v TAE pufru pii napéti
100 V (Obrazek 8) po dobu 30 minut.

M 1 2 3 4 5 6
5000 bp ——Ned
1500 bp — - - - - et —
500 bp

e

Obrazek 8: Elektroforetické vyhodnoceni PCR amplifikace produktit WSS1A a STUbBL2.

Vsechny PCR produkty dosahly piedpokladané velikosti. STUbL2: 2206 bp a WSS1A: 1900 bp.
Zleva: M: GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder, 1-2: STUbL2 (N faze), 3-4: WSS1A (C fize), 5-6: WSS1A
(C fuze).

Amplifikované fragmenty byly nasledné izolovany z agarézového gelu pomoci GeneJET Gel
Extraction Kit a pomoci spektrofotometru NanoDrop One byly zjistény hodnoty jejich koncentraci

(Tabulka 10).

Tabulka 10: Ziskané koncentrace amplifikovanych a extrahovanych fragmentu.

Fragment Koncentrace [ng/pl]
STUbL2 (N fuze) 29,6
WSS1A (C fuze) 34,2
WSS1A (N fuze) 15,2
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5.2 Priprava vstupnich kloni pomoci BP reakce

Pomoci BP reakce (Gateway metoda) byly pfipravovany vstupni klony. Pro jejich vytvoteni byly
pouzity amplifikované a izolované fragmenty s geny pro STUbL2 a WSS1A s attB ptesahovymi misty
spole¢né s donorovymi vektory pPDONR P4r-P2 a pDONR P1-P4. Byly tak vytvofeny vstupni klony
PDONR P4r-P2:STUbL2 (N koncova faze) a pPDONR P1-P4:WSS1A (N koncova a C koncova fize)
o velikosti kolem 2200 bp. Tyto vstupni klony byly nasledn¢ transformovany do bakterii E. coli STBL2
pomoci teplotniho Soku. Transformované bakterie byly nasledné kultivovany na plotndch s médiem

a selekénim antibiotikem carbenicilinem.

5.2.1 Ovéreni spravnosti konstrukti pomoci colony PCR a Sangerova sekvenovani

Narostlé bakterialni kolonie s ptitomnosti rezistenéniho markeru pro carbenicilin byly pomoci
colony PCR ovéfeny na piitomnost vloZzeného konstruktu. I ptes fadu optimalizaci se nepodatilo zadné
kolonie nesouci pPDONR P1-P4:WSS1A (N fuze). Z kazdé ze zbyvajicich misek bylo vzdy odebrano
sedm kandidatnich kolonii, u kterych se provadélo toto testovani. PCR produkty byly separovany
v 1% agar6zovém gelu v TAE pufru pfi napéti 100 V po dobu 30 minut (Obrazek 9). | ptes testovani
zna¢ného mnozstvi kolonii se podafilo ziskat pouze vstupni klon pDONR P1-P4:WSS1A (C fuze).
Nasledujici kroky byly tedy provadény pouze s timto konstruktem.
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Obrazek 9: Elektroforetické vyhodnoceni colony PCR testovanych na pfitomnost konstrukti

pDONR P4r-P2:STUbL2 a pDONR P1-P4:WSS1A v E. coli.

Zleva: M: GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder, 1-8: pDONR P4r-P2:STUbL2, K1: kontrola pomoci prazdného
vektoru, 8-14: pDONR P1-P4:WSS1A (velikost 2189 bp), K2: kontrola pomoci prazdného vektoru. Cervené

Sipky oznacuji kolonie, se kterymi bylo néasledné pracovéano dal.

Vybrané kolonie byly nasledné pieoCkovany do tekutého média Se selekénim antibiotikem
carbenicilinem, ze kterého byly samotné plasmidové konstrukty izolovany pomoci GeneJET Plasmid
Miniprep Kit a nasledné a pomoci spektrofotometru NanoDrop One byly zjistény hodnoty jejich
koncentraci (Tabulka 11).

28



Tabulka 11: Ziskané koncentrace plasmidovych konstrukti pPDONR P1-P4:WSS1A (C fuze).

Nazev Koncentrace [ng/nl]
pDONR P1-P4:WSS1A (kolonie 9) 245,3
pDONR P1-P4:WSS1A (kolonie 12) 238,6

Plasmidové konstrukty byly nasledné odeslany na kontrolu pomoci Sangerova sekvenovani

(viz kapitola 4.4.9), kde bylo potvrzena jejich spravnost u vSech testovanych kolonii.

5.3 Priprava expresnich kloni pomoci LR reakce

Pomoci LR reakce (Gateway metoda) byly ptipravovany expresni klony. Pro jejich vytvofeni byl
pouzit vytvoreny vstupni klon pDONR P1-P4:WSS1A spoleéné s pPENTR TurbolD HA P4r-P2
a destina¢nim vektorem pK2GW?7.0. Byl tak vytvotren expresni klon pK2GW?7.0:WSS1A:TurbolD HA
0 velikosti kolem 2900 bp, ktery byl nasledné transformovan do bakterii E. coli TOP10 pomoci
teplotniho Soku. Transformované bakterie byly poté kultivovany na plotnach s médiem a selekénim

antibiotikem spectinomycinem.

5.3.1 Ovéreni spravnosti konstrukti pomoci colony PCR a Sangerova sekvenovani

Narostlé bakterialni kolonie S pfitomnosti rezistenéniho markeru pro spectinomycin byly
pomoci colony PCR ovéfeny na piitomnost vloZzeného konstruktu. Z misky bylo odebrano osm
kandidatnich kolonii, u kterych se provad¢lo toto testovani. PCR produkty byly separovany
v 1% agar6zovém gelu v TAE pufru pii napéti 100 V po dobu 30 minut (Obrazek 10).
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Obrazek 10: Elektroforetické vyhodnoceni colony PCR testovanych na piitomnost konstruktt

pK2GW?7.0:WSS1A:TurbolD HA v E. coli.

Zleva: M: GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder, 1-8: pk2GW?7.0:WSS1A:TurbolD HA. Cervené $ipky oznacuji

kolonie, se kterymi bylo néasledné pracovano dal.

Vybrané kolonie byly nasledné pfeockovany do tekutého média se spectinomycinem, ze kterého
byly samotné plasmidové konstrukty izolovany pomoci GeneJET Plasmid Miniprep Kit a nasledné

a pomoci spektrofotometru NanoDrop One byly zjistény hodnoty jejich koncentraci (Tabulka 12).

Tabulka 12: Ziskané koncentrace plasmidovych konstruktd pK2GW7.0:WSS1A:TurbolD HA.

Nazev Koncentrace [ng/ul]
pK2GW?7.0:WSS1A:TurbolD HA (kolonie 3) 21,2
pK2GW?7.0:WSS1A:TurbolD HA (kolonie 6) 57,6
pK2GW?7.0:WSS1A:TurbolD HA (kolonie 7) 36,1

Plasmidové konstrukty byly nésledné odeslany na kontrolu pomoci Sangerova sekvenovani

(viz kapitola 4.4.9), kde bylo potvrzena spravnost pouze u kolonii 3 a 7.

5.4 Transformace a ovéieni bakterii A. tumefaciens

Vytvotené konstrukty byly transformovany do bakterii A. tumefaciens GV3101 pomoci metody
freeze-thaw. Transformované bakterie byly poté kultivovany na plotnach s médiem. Jako selekéni
antibiotika byla pouzita spectinomycin, rifampicin a gentamycin. Narostlé bakteriadlni kolonie byly
pomoci colony PCR ovéfeny na piitomnost vlozeného konstruktu pK2GW?7.0:WSS1A:TurbolD HA
o velikosti kolem 2900 bp. Z misky bylo odebrano osm kandidatnich kolonii, u kterych se provadeélo
toto testovani. PCR produkty byly separovany v 1% agar6zovém gelu v TAE pufru pfi napéti
100 V po dobu 30 minut (Obrazek 11).
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Obrazek 11: Elektroforetické vyhodnoceni colony PCR testovanych na pfitomnost konstruktd
pK2GW?7.0:WSS1A:TurbolD HA v A. tumefaciens.

Zleva: M: GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder, 1-8: pK2GW?7.0:WSS1A:TurbolD HA. Cervené Sipky oznacuji

kolonie, se kterymi bylo néasledné pracovano dal.
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55 Transformace A. thaliana a selekce transformanti na médiu se selekénimi
antibiotiky
Pomoci Dbakterii A. tumefaciens byl metodou floral dip transformovan konstrukt
pK2GW?7.0:WSS1A:TurbolD HA do rostlin A. thaliana linie Col-0 (WT) a wssla (mutantni linie
neobsahujici gen pro metaloproteazu WSS1A). Sesbirand semena transformovanych rostlin, oznacena
jako T1 generace, byla nasledné vyseta na médium s kanamycinem (50 ug/ml). Po dvou tydnech rostliny
obsahujici konstrukt se selekénim markerem vyrostly na médiu s antibiotiky. Od ostatnich se odlisuji

svoji velikosti, a predevsim silngjsim kofinkem (Obrazek 12).

Obrazek 12: Selekce transformantii na médiu se selekénimi antibiotiky.

Vlevo: Vysazena semena transformované A. thaliana linie Col-0. Vpravo: vysazena semena transformované
A. thaliana linie wssla. Rostliny obsahujici konstrukt se selekénim markerem jsou zakrouzkovany ¢ervené.

Vsechna semena byla vyseta na Petriho misky s 2 MS médiem s 0,6% agarem a kanamycinem.

Rostliny obsahujici selek¢éni marker, které vyrostly na médiu s antibiotiky, byly poté presazeny
do substratu a presunuty do fytotronové komory (Obrazek 13). Transfromované rostliny nevykazovaly
zadny specificky fenotyp. Tyto rostliny budou pouzity v dalSich experimentech. Nejprve bude ovétena
pritomnost a funkcnost konstruktti metodou western blotting, kde se bude dokazovat ptitomnost HA-tag
a biotinylované formy. Pokud se ptitomnost a funkénost konstruktu ovéti, budou transformované
rostliny vyuzity pfedevSsim pro studium proteinovych interakci s metaloprotedzou WSS1A pomoci

TurbolD proximity labeling znaceni.
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Obrazek 13: Transformované rostliny A. thaliana.

A: Netransformovana rostlina A. thaliana linie Ccol-0 (WT). B: Transformovana rostlina A. thaliana
linie Col-0 s konstruktem pK2GW?7.0:WSS1A:TurbolD HA. C: Transformovana rostlina A. thaliana
linie wssla s konstruktem pK2GW7.0:WSS1A:TurbolD HA.
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6 DISKUSE

Na DNA ptisobi kazdou vtefinu endogenni a exogenni Cinitelé zptisobujici rizné druhy poskozeni,
¢imz dochazi k naruseni jeji integrity, ktera je pro Zivot bunck a celého organismu velmi dilezita.
Jednim z druhti poskozeni DNA jsou DNA-proteinové crosslinky (DPC), kdy dochazi k vytvoreni
kovalentni vazby mezi DNA a proteinem. Vznika tak velmi objemny adukt, ktery zabranuje piistupu
jinych enzymt k DNA a naruSuje pribéh esencialnich bunéénych procest dilezitych pro zivot bunky,
jako je napiiklad déleni bungk, transkripce nebo replikace (Hacker et al., 2020). Mezi ¢inidla zptisobujici
DPC patfi napt. reaktivni aldehydy, ROS, rGzné druhy zafeni (UV, IR) nebo chemické latky, napf.
mitomycin C (MMC), kamptotecin (CPT), etoposid (Eto) ¢i zebularin (ZEB) (Enderle, Dorn, et Puchta,
2019; Hacker et al., 2020; Kojima et Machida, 2020, Prochazkova et al., 2022).

Aby k tomuto nedoslo, vytvotily si organismy nékolik na sobé nezavislych mechanismu pro opravy
DPC. Jedna se o endonukleotické $tépeni, proteolytickou degradaci a enzymatickou hydrolyzu, kdy
kazdy zmechanismu cili na jinou ¢ast DPC. Endonukleotickém Stépeni cili na DNA cast DPC.
Pii proteolytické degradaci dochazi k odstranéni proteinové ¢asti DPC aenzymatickda hydrolyza
odstrafiuje vazbu mezi DNA a proteinem (Enderle, Dorn, Beying, et al., 2019; Hacker et al., 2020).
Kazdého mechanismu se Gi¢astni specifické proteiny a jednim z téchto proteint je i metaloproteaza Weak
suppresor of SMT protein 1 (WSS1A) ucastnici se proteolytické degradace DPC u rostlin. Tento
rostlinny mechanismus vSak na rozdil od Zivocichti nebo kvasinek nebyl dosud potaddné prozkouman
(Stingele et al., 2016). Je pouze znamo, ze mutanti Atwss1A vykazuji specificky fenotyp s kratkymi
kofeny, snizenou plodnosti, ale naopak se zvySenou citlivosti vi¢i nékterym latkam zptsobujicim DPC.
Tim je dokazano, ze WSS1A hraje uréitou roli pii opravach DPC a pokud rostlina neobsahuje gen pro
WSSI1A, nedochazi k opravam DPC, coz zapfi¢inuje zminéné fenotypové odchylky (Enderle, Dorn,
Beying, et al., 2019; Hacker et al., 2020). Stejné tak je u rostlin diskutovano o pravdépodobné roli
SUMO-targeted Ubiquitin E3 ligazy 2 (STUbL2) v ramci oprav DPC pomoci uplné nového mechanismu
ve spolupraci se Structural Maintenance of Chromosomes 5/6 komplexem (SMC5/6), ktery zabezpecuje
genomovou stabilitu a také se uéastni pravé oprav DPC (Dvotak Tomastikova et al., 2023).

Pro ziskani novych informaci o tom, jak tyto proteiny zapojené v opravach DPC funguji 1ze vyuzit
rizné metody studia meziproteinovych interakci, mezi které patii naptiklad kvasinkovy dvouhybridovy
systém (Y2H), afinitni purifikace pomoci hmotnostniho spektrometru (AP-MS) a ko-imunoprecipitace
(co-IP) (Uhrig, 2006; Yang et al., 2021; Y. Zhang et al., 2009). Avsak nov¢ se hojné za¢ina vyuzivat
metody zvané proximity abeling znaCeni vyuzivajici riznych katalytickych enzymi, které se spoji
se studovanym proteinem, nebo dojde k jeho zakotveni do subcelularniho prostoru. Po pfidani substratu
odpovidajiciho pro dany enzym za¢ne enzym znacit proteiny interagujici se studovanym proteinem nebo
vyskytujicimi se v jeho blizkosti, a to tak, Ze substrat kovalentné navaze pravé na tyto proteiny.
Substratem znacené proteiny lze na zakladé afinitni purifikace pomoci streptavidinu izolovat a dale

studovat (Xu et al., 2021; Yang et al., 2021).
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Aby bylo mozné vyuzit metody TurbolD v ramci sledovani interakci proteint s metaloproteazou
WSS1A nebo s ligizou STUbL2 bylo tieba nejprve vytvorit konstrukt, jehoz soucasti je gen pro
sledovany protein WSS1A nebo STUbL2 zfiizovan s genem pro TurbolD. Konstrukty byly tvoteny
pomoci metody Gateway klonovani, jejiz soucasti jsou dvé specifické reakce (BP a LR) vyuzivajici
specificka rekombinacni att mista slouzici pro vyménu segmentti. Pomoci BP reakce byly pfipravovany
vstupni klony pDONR P4r-P2:STUbL2 (N fuze) a pDONR P1-P4:WSS1A (N faze a C fize). Vstupni
klony byly transformovany do bakterii E. coli. V piipadé konstruktu pDONR P1-P4:WSS1A (N fuze)
nedoslo k zddnému naridstu kolonii na Petriho misce, a to ani po opakovaném provedeni BP reakce, kdy
byly vyzkouseny riizné koncentrace insertu nebo donorového vektoru, delsi ¢asy inkubace pro zajisténi
vetsi pravdépodobnosti sprdvné rekombinace, ani po vyzkouSeni riznych bakteridlnich kmenti pro
naslednou transformaci, do kterych by se mohl konstrukt lépe vlozit. Bakteridlni kolonie, které
obsahovaly konstrukt se selek¢nim markerem byly schopny vyrist na médiu. Tyto kolonie byly nasledné
otestovany na pritomnost konstruktu pomoci colony PCR. Konstrukt izolovany z vybranych
bakterialnich kolonii byl podroben Sangerovu sekvenovani, pomoci n¢hoz byla testovana spravnost
konstruktu. Bohuzel i pfes tyto znacné snahy se podatilo vytvofit pouze vstupni klon pDONR P1-
P4:WSS1A (C faze), takze nasledujici kroky byly provadény pouze s timto konstruktem. V piipadé
konstruktu pDONR P4r-P2:STUbL2 (N fuze) bylo pro PCR reakci vyzkouseno hned nékolik primert,
taktéz byla n¢kolikrat opakovana BP reakce s riznymi koncentracemi insertu nebo donorového vektoru
a ruznymi délkami inkubace, pro zajisténi vétSi pravdépodobnosti spravné rekombinace. Bylo
vyzkouseno i nékolik bakterialnich kmenti pro transformaci. Zadna z téchto provedenych zmén vsak
nepiinesla uspéch, a ackoliv bylo zkouseno velké mnozstvi bakterialnich kolonii, které na Petriho
miskach narostly, u zddné z nich se po provedeni PCR amplifikace nepotvrdila pfitomnost vlozeného
konstruktu. Druhou reakci byla LR reakce, pomoci které byl piipravovan expresni klon
pK2GW?7.0:WSS1A:TurbolD HA. Expresni klony byly opét transformovany do bakterii E. coli.
Bakterialni kolonie, které obsahovaly konstrukt se selekénim markerem byly schopny vyrtst na médiu.
Tyto kolonie byly nasledné otestovany na piitomnost konstruktu pomoci colony PCR. Konstrukt
izolovany z vybranych bakteridlnich kolonii byl podroben Sangerovu sekvenovani, pomoci né¢hoz byla
testovana spravnost konstruktu. Nasledné byl oveéreny izolovany konstrukt transfromovan do bakterii A.
tumefaciens. Bakterialni kolonie, které obsahovaly konstrukt se selekénim markerem byly schopny
vyruast na médiu. | tyto kolonie byly taktéZ nasledné otestovany na pfitomnost konstruktu pomoci colony

PCR.

V ramci bakalarské prace byl tedy pomoci Gateway technologie byl vytvoten konstrukt obsahujici
gen pro metaloprotedzu WSS1A ucastnici se oprav DPC spolecné s genem pro TurbolD afinitni
purifikaci. Konstrukt obsahujici gen pro STUbL2 se ani po vynalozeném usili nepodafilo vytvofit.
Vytvoteny konstrukt byl nasledné pomoci metody floral dip zabudovan do rostlin A. thaliana linie Col-

0 (WT) a wssla (mutantni linie neobsahujici gen pro metaloproteazu WSS1A). Semena
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transformovanych rostlin byla vyseta na médiu se selekénimi antibiotiky, Rostliny, které obsahovaly
konstrukt se selekénim markerem byly schopny vyrtst na médiu. Tyto rostliny byly nasledné ptesazeny
do substratu a uchovany ve fytotronové komote pro dalsi vyzkum. Vytvorené transformované rostliny
nevykazovaly zadny specificky fenotyp.

Tyto rostliny budou nasledné ovéfovany na ptitomnost a spravnou funkénost pomoci metody
western blotting. Diky HA-tagu bude ovéfena jeho ptitomnost v rostlinach a diky biotinylaci jeho
spravna funkcnost. Pokud se ovéii, Ze je konstrukt v rostlinach pfitomen a je pln€ funkéni, rostliny
budou moci byt nasledné vyuzity pro analyzy protein-proteinovych interakci pomoci metody TurbolD.

Tato analyza umozni studium novych interakci s metaloprotedzou WSS1A, a to predev§im
V odpovédi na zebularin, jakoZzto ¢initele DPC. Pokud nechame na vytvoiené rostliny plisobit zebularin
a posléze biotin, budeme schopni ziskat interaktom specificky pro zebularin, diky kterému budeme
schopni 1épe pochopit opravy DPC zptisobenych zebularinem pomoci WSS1A, které jsou v dnesni dobé
velmi malo prozkoumany. Je tieba dodat, Ze ke spravné identifikaci interagujicich proteind je tfeba mit
spoustu kontrolnich vysledktl, ktera tato tvrzeni dokazou. Jako kontrolu lze vyuzit nebiotinylované

rostliny a rostliny, na které nebylo piisobeno zebularinem.
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7 ZAVER

Byla vypracovana literarni reserSe na téma DNA-proteinovych crosslinkit u Arabidopsis thaliana —
zakladni charakteristika, typy, jejich opravné mechanismy a zptisoby, jakym se tyto mechanismy daji
sledovat.

V praktické Casti jsem se zabyvala ptipravou plasmidovych konstruktii nesouci geny WSS1A a STUbL2
spole¢né s genem pro afinitni purifikaci pomoci TurbolD. Jako templat pro PCR amplifikaci poslouzila
genomicka DNA A. thaliana linie Col-0. Byly ziskany amplikony obou gend, které byly nasledné
izolovany z agardzového gelu a podrobeny BP reakci (Gateway technologie) S donorovymi vektory
pDONR P1-P4 a pDONR P4r-P2. Vzniklé vstupni klony byly transformovany do bakterii E. coli
STBL2. Pritomnost a spravnost vstupnich klonu byla nasledné potvrzena pomoci colony PCR a
Sangerova sekvenovani. Podafilo se mi vytvofit pouze vstupni klon pDONR P1-P4:WSS1A (C fuze),
takze nasledujici kroky byly provadény pouze snim. Dal§im krokem byla LR reakce (Gateway
technologie), kdy doslo k zaklonovani vytvoreného vstupniho klonu spole¢né s pENTR TurbolD HA
P4r-P2 do destina¢niho vektoru pK2GW?7.0. Vznikly expresni klon pK2GW?7.0:WSS1A:TurbolD HA
byl transformovan do E.coli TOP10. Pfitomnost a spravnost vstupnich klonu byla opét potvrzena
pomoci colony PCR a Sangerova sekvenovani. Nasledné byl konstrukt transformovéan do bakterii A
tumefaciens GV3101 a jeho ptitomnost byla znovu potvrzena pomoci colony PCR. Dal§im krokem byla
transformace konstruktu do A. thaliana linii Col-0 a wssla pomoci metody floral dip. Semena sklizena
z takto transformovanych rostlin byla vyseta na misce se selekénimi antibiotiky.

Cilem prace bylo tedy ziskat kandidatni rostliny A. thaliana, které obsahuji geny pro metaloproteazu
WSS1 znaéenou pomoci enzymu TurbolD. Takto ptipravené rostliny s vlozenym konstruktem budou
slouzit jako prosttedek k dalSimu vyzkumu, a to piedevsim pro studium interakci mezi proteiny pomoci

metody proximity labelingu.
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9 PRILOHY

Ptiloha 1: Mapa pENTR P1-P4:WSS1A.

promoter

prapR

pENTR P1 P4 WSS1A
4921 bp




Piiloha 2: Mapa pENTR P4r-P2:STUbL2.

ET0475 (438 .. 478)

(W13 fwd, ETO474 (2516 .. 2554)



Piiloha 3: Mapa pENTR P1-P4:WSS1A:TurbolD.

__~ ET0476 (2663 .. 2705)

WSS1A TurbolID C term
12 838 bp

ETO477 (4436 .. 4478)



Piiloha 4: Srovnani sekvence pENTR P1-P4:WSS1A s vysledkem ze sekvenovani kolonie 2 s insertem

PENTR P1-P4:WSS1A (forward primer).

PENTRWSS1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Afwd

PENTRWSS1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Afwd

PENTRWSS1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Afwd

PENTRWSS1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Afwd

PENTRWSS1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Afwd

PENTRWSS1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Afwd

PENTRWSS1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Afwd

PENTRWSS1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Afwd

PENTRWSS1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Afwd

PENTRWSS1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Afwd

PENTRWSS1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Afwd

PENTRWSS1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Afwd

PENTRWSSI1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Afwd

PENTRWSSI1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Afwd

PENTRWSSI1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Afwd

PENTRWSSI1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Afwd

GATTGGGTACCGGGCCCCAAATAATGATTTTATTTTGACTGATAGTGACC

TGTYCGTTGCAACAAATTGATGAGCAATGCTTTTTTATAATGCCAACTTT

——————————————————— ATGAGTTCGGCGAATTTGGAAGATTTGAACA
GTACAAAAAAGCAGGCTCGATGAGTTCGGCGAATTTGGAAGATTTGAACA

KAk AKRKAAAA KA A A A A A AN AR A A A A Ak A Ak Kk kK

AGGTCTGGGAAATAAAGGCTTTGAAGAGGAAACCTAGAGAAGATGAAGCG
AGGTCTGGGAAATAAAGGCTTTGAAGAGGAAACCTAGAGAAGATGAAGCG

kA hkhk Ak kA hkkhkhhkhhkhAhhkhkhkhkrhkhkhkhhkhkhkrhkrhkhkrhkkhkhhkhkxkkxkxkx

AGGAAGATTCTGGAGAAAGTAGCTAATCAGGTTCAGCCGATTATGACTAG
AGGAAGATTCTGGAGAAAGTAGCTAATCAGGTTCAGCCGATTATGACTAG

kA hkhk Ak kA hhkhkhhkhhk A hhkhkhhkrhkhkhkhhkhhkrhkhkrhkhkrhkkhkhhkhkkxkkxkxkxx*x

ACGAAAATGGCGCGTCAAGCTTCTCTCTGAATTCTGGTAATTTAAAGGGT
ACGAAAATGGCGCGTCAAGCTTCTCTCTGAATTCTGGTAATTTAAAGGGT

kA hkhk Ak kA hhkhkhhkhhkhAhhkhkhkkhkrhkhkhkhhkhkhkrhhkrhkhkrhkkhkhhkhkxkkxkxkxx*x

TTTTGTCAAATCGTCTATTTATTAAAGATTTGAATCGATTAGTGGCTGTG
TTTTGTCAAATCGTCTATTTATTAAAGATTTGAATCGATTAGTGGCTGTG

kA hkhkhkhk kA hkhkhkhhkhhk A hhkhkhkhkrhkhkhkhhkhhkrhkhkrhkhkrhkkhkhhkhkkxkkhkxkxkxx

GAAGAATGATTGAAAGTATTGTTGAATCGATAAGTGGTTGTGGAAGAATG
GAAGAATGATTGAAAGTATTGTTGAATCGATAAGTGGTTGTGGAAGAATG

kA hkhkhkhk kA hkkhkhhkhhkhAhhkrkhkkhkrhkhkhkhhkhhkrhkhkrhkhkrhkkhkhhkhkxkkxkxkxx

ATTGAAAGTATTGACTTTTAGGGTTCATGATGTTTCCATTGTTCATGATG
ATTGAAAGTATTGACTTTTAGGGTTCATGATGTTTCCATTGTTCATGATG

kA hkhkhkhkkhkrhhkhkhhkhhkhAhhkrhkhkrhkhkhkhhkrhkrhhkrhkhkrhkhkhkhhkrkkrhkhkxxkxx

TTTGTTTTCGATTTCGAAATTGCAGCCCAACAAATCCAAGGCTTTTGGGG
TTTGTTTTCGATTTCGAAATTGCAGCCCAACAAATCCAAGGCTTTTGGGG

KA AR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR A kA A *kk

GTGAATGTAAATAGAGGCGTGCAAGTGAAATTGAGGCTTAGGAGGGTAAA
GTGAATGTAAATAGAGGCGTGCAAGTGAAATTGAGGCTTAGGAGGGTAAA

KA A KA AR AR KA AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A A A A ARk A Ak kA A xk*

CCATGATTTAGATTTCTTATCGTATCATGAAATTCTCGACACCATGCTCC
CCATGATTTAGATTTCTTATCGTATCATGAAATTCTCGACACCATGCTCC

KA AR A AR AR KA AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR AR A AR A AR ARk kA A *kk

ACGAGCTTTGCCACAACGCTCATGGTCCTCATAACGCAAGTTTCTATAAG
ACGAGCTTTGCCACAACGCTCATGGTCCTCATAACGCAAGTTTCTATAAG

R R i b I b Sb b I Sh S Ib I Sb b S Sh S S I b b b 2b e Sh 2E b Sb S 2R I Sh 2 S 2b I Sb b b Sb b S 4

CTTTGGGATGAACTTCGAAAGGTATCTCGATTCTTATTTGACCACTCCAT
CTTTGGGATGAACTTCGAAAGGTATCTCGATTCTTATTTGACCACTCCAT

R R i b 2 I b Sh b I Sh S b Sb b S Sh S Sb I Sb b Sh 2b e Sh 2E S 2b R Sh IR b Sh 2 S 2b I Sb b b Sb b S 4

CATTGAAGCTGATGTTTAAGAAATTAACATACATTTTGAGCTTAAGAGCT
CATTGAAGCTGATGTTTAAGAAATTAACATACATTTTGAGCTTAAGAGCT

R R i b b I b Sb b I Sh S Sh I Sb b b Sh S b I Sb b b db e Sh 2E b Sb d Sb IR I Sh b S 2b I Sb dh I Sb b S 4

AGTAAAGTTTAGAGTTCCTCTACCACCATGGCTTATTTGAGATGCATCAA
AGTAAAGTTTAGAGTTCCTCTACCACCATGGCTTATTTGAGATGCATCAA



PENTRWSS1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Afwd

PENTRWSS1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Afwd

PENTRWSS1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Afwd

PENTRWSS1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Afwd

PENTRWSS1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Afwd

PENTRWSS1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Afwd

PENTRWSS1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Afwd

PENTRWSS1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Afwd

PENTRWSS1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Afwd

PENTRWSS1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Afwd

PENTRWSS1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Afwd

PENTRWSS1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Afwd

PENTRWSS1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Afwd

PENTRWSS1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Afwd

PENTRWSS1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Afwd

PENTRWSS1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Afwd

PENTRWSS1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Afwd

hhkhkhkhkhkhk A hkhkhkhhkhhkhkhkhhkhkdrhkhhkhhkhkhkrkhkhkhkhkdkrhkkhkhhkhkhkkxkkxkk*x

TAGTCAAAAATGTTTCTTATCTAGGGGATAACAGTCTGTTGGCTATTGAA
TAGTCAAAAATGTTTCTTATCTAGGGGATAACAGTCTGTTGGCTATTGAA

hhkhkhkhkhkhk A hkkhkhhkhhkhAhkhkhkhkhkrhkhkhkhhkhhkrhkhkhkhkhkrhkkhkhhkhkhkxkkxkkxx*x

GAAAAATGATTTGAAAATTTGGCTACTTTTCTAGTTGCATTACCAATGCT
GAAAAATGATTTGAAAATTTGGCTACTTTTCTAGTTGCATTACCAATGCT

hhkhkhkhkhkhk A hkkhkhhkhhkhAhkhkhkhkhkrhkhkhkhhkhkhkrhkhkrkhkhkrhkkhkhhkhkhkxkkxkkx*x

TCATTTCTCTGGGGAAACAGTGTTAAACTAATTCCATTACATCTAGGAAT
TCATTTCTCTGGGGAAACAGTGTTAAACTAATTCCATTACATCTAGGAAT

hhkhkhkhkhkhk A hkkhkhhkhhk A hkhkrkhkhkrhkhkhkhhkhkhkrhkhkhkhkhkrhkkhkhhkhkkxkkxkxkx*x

GCGAGGAGTTGATGTCAAAGGGTATTACAGGGACGGGACAGGGATTTGAT
GCGAGGAGTTGATGTCAAAGGGTATTACAGGGACGGGACAGGGATTTGAT

Ak hkhkhkhk A hkkhkhhkhhkhAhkhkrkhkhkrhkkhkhhkhkhkrhkhkrkhkhkrhkkhkhhkhkkxkkxkkx*x

ATGCCTGGTAAGCGTTTGGGTGGACTTTCTCGTCAGCCTTCTCTATCATT
ATGCCTGGTAAGCGTTTGGGTGGA - —— === === === === ——————————

khkkkhkkhkkhkrxhkkhkkhkkhkhkkkhkkhkxkhkkxkxk

TCTCAGAGCAACTGCAGCTACAGCAGCAGAAAAAAGAGTGCGTGCGGGAA



PENTRWSS1A CTCTATACTGTTTTTTCATTATCGGTCTTGTTTTCTCCTACCAGTCATTG
colony2pENTRP1-P4AWSS1IAfwd =  —————————— - mmmm

PENTRWSS1A GCTCCAATATGTGAGCTATGCACTGCCGCAAAGCCAAAGGAAAGGGAGAT
colony2pENTRP1-PAWSS1IAfwd =  —————————— - mmmm

PENTRWSS1A GAAGCACAAAGTCTGGTCTTGCAAATTCTGCACGCTTGAAAATGAGGTGA
colony2pENTRP1-P4AWSS1IAfwd =  —————————— - mmmm

PENTRWSS1A AGTTAGAGAAATGTGAGGCTTGTGGTCAGTGGAGGTACTCGTATGGAGCA
colony2pENTRP1-P4AWSS1IAfwd =  —————————— - mmmm

PENTRWSS1A CCATTGTCAACTGGTGCTCCTAATGTCGGCACT
colony2pENTRP1-P4AWSS1Afwd =  —=—————————————mm— -



Ptiloha 5: Srovnani sekvence pENTR P1-P4:WSS1A s vysledkem ze sekvenovani kolonie 2 s insertem

PENTR P1-P4:WSS1A (reverse primer).

PENTRWSS1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSS1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSS1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSS1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSS1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSS1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSS1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSS1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSS1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSS1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSS1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSS1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSS1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSS1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSS1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSS1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Arev

ATGAGTTCGGCGAATTTGGAAGATTTGAACAAGGTCTGGGAAATAAAGGC



PENTRWSS1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSS1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSS1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSS1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSS1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSS1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSS1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSS1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSS1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSS1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSS1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSS1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSS1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSS1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSSI1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSSI1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSSI1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Arev

GTGTTAAACTAATTCCATTACATCTAGGAATGCGAGGAGTTGATGTCAAA

ACAGCAGCAGAAAAAAGAGTGCGTGCGGGAACTCTTTTACCTTCAGGACC
————— AGCAGAAAAAAGAGTGCGTGCGGGAACTCTTTTACCTTCAGGACC

KA KK AR A A A AR A AR AR AR A A IR AR A IR A A A AR A XA A A A A A A Ak Kk

TCAACGTCTTGGTGGTGATAGCAGCATTATGTCAGATCTTAGTCCAATTC
TCAACGTCTTGGTGGTGATAGCAGCATTATGTCAGATCTTAGTCCAATTC

KA A KA AR AR KA AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A AR A kA AR A h kK

AGGCTGCTGCAATGGCTGCAGAAAGGCGTTTACTTGATGATATTTGGTGT

AGGCTGCTGCAATGGCTGCAGAAAGGCGTTTACTTGATGATATTTGGTGT
Kok ok kK K kK Kk ok ok ok kK kK Kk ok ok ok ok kR kK Kk ok ok ok kK kK ok ok ok ok ok kK K ok ok kK

GGTTCCCAATCCACAGATGCTTTAGAAGATGAAGAGAATGATAGTGACAC
GGTTCCCAATCCACAGATGCTTTAGAAGATGAAGAGAATGATAGTGACAC

kA hkhkhkhk kA hkhkhkhhkhhk A hhkhkhhkrhkhkhkhhkhhkrhhkrhkhkrhkkhkhhkhkkxhkxkxkxx*x

ATATAAGGAACCTGTTTCCATCAGGGAAACTTGTACGAGCGTGAATGGAA
ATATAAGGAACCTGTTTCCATCAGGGAAACTTGTACGAGCGTGAATGGAA

kA hkhkhkhk kA hkkhkhkhhkhhhAhhkrkhkhkrhkhkhkhhkhhkrhkrhkhkrhkkhkhhkhkxkkxkxkxx

AGTCAGTAAAACGATGTAATAGCTGGTCCAATGCCCATTCTTGTCCTCCA
AGTCAGTAAAACGATGTAATAGCTGGTCCAATGCCCATTCTTGTCCTCCA

kA hkhkhkhk kA hkhkhkhhkhhkhAhhkhkhkhkrhkhkhkhhkhhkrhkhkrhkhkrhkkhkhhkhkkxkkhkxkxkxx

TCTTCCAGTCATCAACAGGGATCAGATGTCATTGATTTGACTGAAGAATC
TCTTCCAGTCATCAACAGGGATCAGATGTCATTGATTTGACTGAAGAATC

kA hkhkhkhkhkrhkhkhkhhkhhk A hhkhkhhkrhkhkhkhhkhhkrhkhkrhkhkrhkhkhkhkhkrkrhkxkhkxx

TTTTGAAATAAGATGTACTAAAAGAAATCGCAGCCCAGGTGATCAGGGTC
TTTTGAAATAAGATGTACTAAAAGAAATCGCAGCCCAGGTGATCAGGGTC

kA hkhkhkhkhkrhhkhkhhkhkhkhAhhkhkhkhkrhkkhkhkhhkhhkrhhkrkhkhkrhkhkhkhhkhkxhkhkxxkxx

CTTCTTGTGCCAAAGATGTACCGAACGCTGGTGTCATGAAGTCATCGATT
CTTCTTGTGCCAAAGATGTACCGAACGCTGGTGTCATGAAGTCATCGATT

kA hkhkhkhkkhkrhkhkhkhhkhkhkhAhhkhkhhkrhkhkhkhhkhhkrhkhkrhkhkrhkkhkhhkhkhkrhkxxkxx

CCTTTGCCATCGACGAGTTACAATGCAAACCAAAGCAGAGAAGAATCCAC
CCTTTGCCATCGACGAGTTACAATGCAAACCAAAGCAGAGAAGAATCCAC

KA A KA AR AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR AR A AR A AR A kA Ak A *kk

AATGTGGGAGTGTGCAGAATGCACCTTATTGAACCCGGTAAGTCTTCCTT
AATGTGGGAGTGTGCAGAATGCACCTTATTGAACCCGGTAAGTCTTCCTT

R R i b b I b Sb b I Sh S 2b I Sb dh S Sh S Sb I Sb b Sh Ib e Sh 2E S Sb S IR I 2h 2 S 2b I Sb b I Sb b S 4

AAGAGTGTATAAACTTGAAGCTTCTTGTTGTCTCTATACTGTTTTTTCAT
AAGAGTGTATAAACTTGAAGCTTCTTGTTGTCTCTATACTGTTTTTTCAT

R R i b b I b Sb b I Sh S 2b I Sb dh S Sh S Sb I b b b 2b S 2E S Sb R Sb IR b Sh 2 S 2b I Sb b b Sb b S 4

TATCGGTCTTGTTTTCTCCTACCAGTCATTGGCTCCAATATGTGAGCTAT
TATCGGTCTTGTTTTCTCCTACCAGTCATTGGCTCCAATATGTGAGCTAT

R R i b b I b Sb b I Sh S b Sb b S Sh S b I b b Sh 2R e S 2E S S R Sb IR I S 2 b 2b I Sb b I Sb b S 4

GCACTGCCGCAAAGCCAAAGGAAAGGGAGATGAAGCACAAAGTCTGGTCT
GCACTGCCGCAAAGCCAAAGGAAAGGGAGATGAAGCACAAAGTCTGGTCT

R R I b b S b Sb b I Sh S b I Sb b b Sh S 2b I Sb b b 2b e S 2E S 2b R Sb 2R b 2 2 b db I Sb db I Sb b S 4



PENTRWSS1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSS1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSS1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSS1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSS1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSS1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSS1A
colony2pENTRP1-P4WSS1Arev

TGCAAATTCTGCACGCTTGAAAATGAGGTGAAGTTAGAGAAATGTGAGGC
TGCAAATTCTGCACGCTTGAAAATGAGGTGAAGTTAGAGAAATGTGAGGC

KA KK A A KA KNI AR A KNI AR A A A AN A AR A A AR A A A A A A AR A A A A kA A A Ak kK

TTGTGGTCAGTGGAGGTACTCGTATGGAGCACCATTGTCAACTGGTGCTC
TTGTGGTCAGTGGAGGTACTCGTATGGAGCACCATTGTCAACTGGTGCTC

KA KK A A KA AR A AR A AR AR A A A AN A AR A A A A A A A A A A AR A A A kA A A Kk kK

CTAATGTCGGCACT — === === === === = —m o
CTAATGTCGGCACTCACCCAACTTTTCTATACAAAGTTGGCATTATAAGA

KAk kA hkkhkkhk kK Xk kk

GCTCCAGCTTTTGTTCCCTTTAGTGAGGGTAA



Priloha 6: Srovnani sekvence pENTR P1-P4:WSS1A s vysledkem ze sekvenovani kolonie 5 s insertem

PENTR P1-P4:WSS1A (forward primer).

PENTRWSS1A
colony5pENTRP1-P4WSS1Afwd

PENTRWSS1A
colony5pENTRP1-P4WSS1Afwd

PENTRWSS1A
colony5pENTRP1-P4WSS1Afwd

PENTRWSS1A
colony5pENTRP1-P4WSS1Afwd

PENTRWSS1A
colony5pENTRP1-P4WSS1Afwd

PENTRWSS1A
colony5pENTRP1-P4WSS1Afwd

PENTRWSS1A
colony5pENTRP1-P4WSS1Afwd

PENTRWSS1A
colony5pENTRP1-P4WSS1Afwd

PENTRWSS1A
colony5pENTRP1-P4WSS1Afwd

PENTRWSS1A
colony5pENTRP1-P4WSS1Afwd

PENTRWSS1A
colony5pENTRP1-P4WSS1Afwd

PENTRWSS1A
colony5pENTRP1-P4WSS1Afwd

PENTRWSS1A
colony5pENTRP1-P4WSS1Afwd

PENTRWSS1A
colony5pENTRP1-P4WSS1Afwd

PENTRWSS1A
colony5pENTRP1-P4WSS1Afwd

PENTRWSS1A
colony5pENTRP1-P4WSS1Afwd

ACAAATTGATGAGCAATGCTTTTTTATAATGCCAACTTTGTACAAAAAAG

———————— ATGAGTTCGGCGAATTTGGAAGATTTGAACAAGGTCTGGGAA
CAGGCTCGATGAGTTCGGCGAATTTGGAAGATTTGAACAAGGTCTGGGAA

hhkhkhkhkhkhkrhkkdhkhkhkrhkhkhkhkhkhkhkrhkkhkhkhkrhkkhkhkhkhkkxkkxkkx*x

ATAAAGGCTTTGAAGAGGAAACCTAGAGAAGATGAAGCGAGGAAGATTCT
ATAAAGGCTTTGAAGAGGAAACCTAGAGAAGATGAAGCGAGGAAGATTCT

KA A KA AR AR KA AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR A AR A A A AR A AR AR A X kK

GGAGAAAGTAGCTAATCAGGTTCAGCCGATTATGACTAGACGAAAATGGC
GGAGAAAGTAGCTAATCAGGTTCAGCCGATTATGACTAGACGAAAATGGC

KA AR A AR AR KA AR A AR AR A AR AR A AR AR A A A A AR AR AR A A AR A A A AR A X kK

GCGTCAAGCTTCTCTCTGAATTCTGGTAATTTAAAGGGTTTTTGTCAAAT
GCGTCAAGCTTCTCTCTGAATTCTGGTAATTTAAAGGGTTTTTGTCAAAT

KA A KA AR AR KA AR A AR AR A AR A AR AR AR A AR A AR AR AR A A AR A AR AR A X kK

CGTCTATTTATTAAAGATTTGAATCGATTAGTGGCTGTGGAAGAATGATT
CGTCTATTTATTAAAGATTTGAATCGATTAGTGGCTGTGGAAGAATGATT

KA A KA AR AR KA AR A AR AR A AR A R A AR A AR AR A AR A AR A A A AR AR A AR A X kK

GAAAGTATTGTTGAATCGATAAGTGGTTGTGGAAGAATGATTGAAAGTAT
GAAAGTATTGTTGAATCGATAAGTGGTTGTGGAAGAATGATTGAAAGTAT

KA AR A AR AR KA AR A AR AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR AR A A AR A AR AR A X kK

TGACTTTTAGGGTTCATGATGTTTCCATTGTTCATGATGTTTGTTTTCGA
TGACTTTTAGGGTTCATGATGTTTCCATTGTTCATGATGTTTGTTTTCGA

KA AR A AR AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR A *k*

TTTCGAAATTGCAGCCCAACAAATCCAAGGCTTTTGGGGGTGAATGTAAA
TTTCGAAATTGCAGCCCAACAAATCCAAGGCTTTTGGGGGTGAATGTAAA

kA hkhkhkhkkhkrhkhkhkhhkhkhAhhkrkhkhkrhkhkhkhhkhkhkrhkhkrhkhkrhkkhkhhkrkrhkhkxxkxx

TAGAGGCGTGCAAGTGAAATTGAGGCTTAGGAGGGTAAACCATGATTTAG
TAGAGGCGTGCAAGTGAAATTGAGGCTTAGGAGGGTAAACCATGATTTAG

kA hkhkhkhkhkrhhkhkhhkhkhkhAhhkhkhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkhkrhkhkrhkhkhkhhkhrkxhkxkkxx

ATTTCTTATCGTATCATGAAATTCTCGACACCATGCTCCACGAGCTTTGC
ATTTCTTATCGTATCATGAAATTCTCGACACCATGCTCCACGAGCTTTGC

kA hkhkhkhkkhkrhhkhkhhkhkhkhkhhkhkhkhkrhkhkhkhhkhhkrhkhkrhhkrhkhkhkhkhkrkrhkhkxxkxx

CACAACGCTCATGGTCCTCATAACGCAAGTTTCTATAAGCTTTGGGATGA
CACAACGCTCATGGTCCTCATAACGCAAGTTTCTATAAGCTTTGGGATGA

hhkhkhkhkhkhkrhkhkhkhhkhhkhhhkrhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkhkrhhkrhkhkrkhhkrkhkrhkxkkxx

ACTTCGAAAGGTATCTCGATTCTTATTTGACCACTCCATCATTGAAGCTG
ACTTCGAAAGGTATCTCGATTCTTATTTGACCACTCCATCATTGAAGCTG

hhkhkhkhkhkhkrhkhkhkhhkhkhhAhhkrkhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkhkrhhkrhkhkrkhhkrkrhkxhkxx

ATGTTTAAGAAATTAACATACATTTTGAGCTTAAGAGCTAGTAAAGTTTA
ATGTTTAAGAAATTAACATACATTTTGAGCTTAAGAGCTAGTAAAGTTTA

hhkhkhkhkhkhkrhkhkhkhhkhkhAhhkrhkhkrhkhkhkhhkhhkrhkhkrhhkrhkhkrkhhkrkrhkxhkxx

GAGTTCCTCTACCACCATGGCTTATTTGAGATGCATCAATAGTCAAAAAT
GAGTTCCTCTACCACCATGGCTTATTTGAGATGCATCAATAGTCAAAAAT

hhkhkhkhkhkhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhkhkrhkhkhkhhkhhkrhhkrhhkrhkhkrkhhkhkrhkhkxkhkxx*x



PENTRWSS1A
colony5pENTRP1-P4WSS1Afwd

PENTRWSS1A
colony5pENTRP1-P4WSS1Afwd

PENTRWSS1A
colony5pENTRP1-P4WSS1Afwd

PENTRWSS1A
colony5pENTRP1-P4WSS1Afwd

PENTRWSS1A
colony5pENTRP1-P4WSS1Afwd

PENTRWSS1A
colony5pENTRP1-P4WSS1Afwd

PENTRWSS1A
colony5pENTRP1-P4WSS1Afwd

PENTRWSS1A
colony5pENTRP1-P4WSS1Afwd

PENTRWSS1A
colony5pENTRP1-P4WSS1Afwd

PENTRWSS1A
colony5pENTRP1-P4WSS1Afwd

PENTRWSS1A
colony5pENTRP1-P4WSS1Afwd

PENTRWSS1A
colony5pENTRP1-P4WSS1Afwd

PENTRWSS1A
colony5pENTRP1-P4WSS1Afwd

PENTRWSS1A
colony5pENTRP1-P4WSS1Afwd

PENTRWSSI1A
colony5pENTRP1-P4WSS1Afwd

PENTRWSSI1A
colony5pENTRP1-P4WSS1Afwd

PENTRWSSI1A
colony5pENTRP1-P4WSS1Afwd

GTTTCTTATCTAGGGGATAACAGTCTGTTGGCTATTGAAGAAAAATGATT
GTTTCTTATCTAGGGGATAACAGTCTGTTGGCTATTGAAGAAAAATGATT

KA KK A A KA KNI AR A KNI AR A A A AN A AR A A AR A A A A A A AR A A A A kA A A Ak kK

TGAAAATTTGGCTACTTTTCTAGTTGCATTACCAATGCTTCATTTCTCTG
TGAAAATTTGGCTACTTTTCTAGTTGCATTACCAATGCTTCATTTCTCTG

KA KK A A KA AR A AR A AR AR A A A AN A AR A A A A A A A A A A AR A A A kA A A Kk kK

GGGAAACAGTGTTAAACTAATTCCATTACATCTAGGAATGCGAGGAGTTG
GGGAAACAGTGTTAAACTAATTCCATTACATCTAGGAATGCGAGGAGTTG

KA KK A A KA AR A AR A A A AR AR A A AR AR AR AR A A A A A A AR A A A A Ak A A A Ak kK

ATGTCAAAGGGTATTACAGGGACGGGACAGGGATTTGATATGCCTGGTAA
ATGTCAAAGGGTATTACAGGGACGGGACAGGGATTTGATATGCCTGGTAA

KA KK A A KA KR AR A A A AR AR A A AR AR AN AR A A AR A A AR A A A A kA A Ak kK

GCGTTTGGGTGGACTTTCTCGTCAGCCTTCTCTATCATTTCTCAGAGCAA
GCGTTTGGGTGGACTTTCTCGTCAGCCTTCTCTATC-—————————————

KAIA KA KAKAA KNI AAA KR A AR A AR AN A AN A A AR A A XK,k Kk

CTGCAGCTACAGCAGCAGAAAAAAGAGTGCGTGCGGGAACTCTTTTACCT



PENTRWSSI1A TTTTTCATTATCGGTCTTGTTTTCTCCTACCAGTCATTGGCTCCAATATG
colonyS5pENTRP1-P4AWSSIAfwd =  ———————————- oo m oo

PENTRWSSI1A TGAGCTATGCACTGCCGCAAAGCCAAAGGAAAGGGAGATGAAGCACAAAG
colonyS5pENTRP1-P4AWSSIAfwd =  ———————————-m oo m e

PENTRWSSI1A TCTGGTCTTGCAAATTCTGCACGCTTGAAAATGAGGTGAAGTTAGAGAAA
colony5SpENTRP1-P4AWSSIAfwd =  ———————————- oo

PENTRWSSI1A TGTGAGGCTTGTGGTCAGTGGAGGTACTCGTATGGAGCACCATTGTCAAC
colonyS5pENTRP1-P4AWSSIAfwd =  ——————————— oo

PENTRWSS1A TGGTGCTCCTAATGTCGGCACT
colonyS5pENTRP1-P4WSSIAfwd ~  —-—-—-——-—-———-—-————-———-—-——



Ptiloha 7: Srovnani sekvence pENTR P1-P4:WSS1A s vysledkem ze sekvenovani kolonie 5 s insertem

PENTR P1-P4:WSS1A (reverse primer).

PENTRWSS1A
colony5pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSS1A
colony5pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSS1A
colony5pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSS1A
colony5pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSS1A
colony5pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSS1A
colony5pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSS1A
colony5pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSS1A
colony5pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSS1A
colony5pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSS1A
colony5pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSS1A
colony5pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSS1A
colony5pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSSI1A
colony5pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSSI1A
colony5pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSSI1A
colony5pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSSI1A
colony5pENTRP1-P4WSS1Arev

ATGAGTTCGGCGAATTTGGAAGATTTGAACAAGGTCTGGGAAATAAAGGC



PENTRWSS1A
colony5pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSS1A
colony5pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSS1A
colony5pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSS1A
colony5pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSS1A
colony5pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSS1A
colony5pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSS1A
colony5pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSS1A
colony5pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSS1A
colony5pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSS1A
colony5pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSS1A
colony5pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSS1A
colony5pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSS1A
colony5pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSS1A
colony5pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSS1A
colony5pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSS1A
colony5pENTRP1-P4WSS1Arev

PENTRWSS1A
colony5pENTRP1-P4WSS1Arev

GTGTTAAACTAATTCCATTACATCTAGGAATGCGAGGAGTTGATGTCAAA

GTGGACTTTCTCGTCAGCCTTCTCTATCATTTCTCAGAGCAACTGCAGCT
——————————————————————————————————— AGAGCAACTGCAGCT

*hkkkkhkkkkxkkkk kK

ACAGCAGCAGAAAAAAGAGTGCGTGCGGGAACTCTTTTACCTTCAGGACC
ACAGCAGCAGAAAAAAGAGTGCGTGCGGGAACTCTTTTACCTTCAGGACC

Ak hkhkhkhk A hkkhkhhkhhkhAhkhkrkhkhkrhkkhkhhkhkhkrhkhkrkhkhkrhkkhkhhkhkkxkkxkkx*x

TCAACGTCTTGGTGGTGATAGCAGCATTATGTCAGATCTTAGTCCAATTC
TCAACGTCTTGGTGGTGATAGCAGCATTATGTCAGATCTTAGTCCAATTC

kA hkhkhkhk kA hkhkhkhhkhhk A hhkhkhkkhkrhkhkhkhhkhhkrhkhkrhkhkrhkhkhkhhkhkxkkhkxkxkxx

AGGCTGCTGCAATGGCTGCAGAAAGGCGTTTACTTGATGATATTTGGTGT
AGGCTGCTGCAATGGCTGCAGAAAGGCGTTTACTTGATGATATTTGGTGT

KA A KA AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR AR A A AR AR A AR Ak kK

GGTTCCCAATCCACAGATGCTTTAGAAGATGAAGAGAATGATAGTGACAC
GGTTCCCAATCCACAGATGCTTTAGAAGATGAAGAGAATGATAGTGACAC

KA A KA AR AR KA AR A A KA AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR A AR AR A X kK

ATATAAGGAACCTGTTTCCATCAGGGAAACTTGTACGAGCGTGAATGGAA
ATATAAGGAACCTGTTTCCATCAGGGAAACTTGTACGAGCGTGAATGGAA

KA A KA AR AR KA AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR A AR A A A AR A AR AR A X kK

AGTCAGTAAAACGATGTAATAGCTGGTCCAATGCCCATTCTTGTCCTCCA
AGTCAGTAAAACGATGTAATAGCTGGTCCAATGCCCATTCTTGTCCTCCA

KA A KA AR AR KA AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR AR A A AR A AR AR Ak kK

TCTTCCAGTCATCAACAGGGATCAGATGTCATTGATTTGACTGAAGAATC
TCTTCCAGTCATCAACAGGGATCAGATGTCATTGATTTGACTGAAGAATC

KA AR A AR AR KA AR AR KA AR A AR A AR AR A AR AR A AR AR A AR A A A A kA kA A *kk

TTTTGAAATAAGATGTACTAAAAGAAATCGCAGCCCAGGTGATCAGGGTC
TTTTGAAATAAGATGTACTAAAAGAAATCGCAGCCCAGGTGATCAGGGTC

KA A KA AR AR AR A KRR AR A AR A AR AR A AR AR A AR AR A A A A AR A kA AR A *kk

CTTCTTGTGCCAAAGATGTACCGAACGCTGGTGTCATGAAGTCATCGATT
CTTCTTGTGCCAAAGATGTACCGAACGCTGGTGTCATGAAGTCATCGATT

KA A KA AR AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR A kA A *kk

CCTTTGCCATCGACGAGTTACAATGCAAACCAAAGCAGAGAAGAATCCAC
CCTTTGCCATCGACGAGTTACAATGCAAACCAAAGCAGAGAAGAATCCAC

khkhkhkhkhkkhkrhkhkhkhhkhkhkhhkrhkhkrhkhkhhhkhkhkrhkhkrhkhkrhkhkhkhhkrkrhkhkxxkxx

AATGTGGGAGTGTGCAGAATGCACCTTATTGAACCCGGTAAGTCTTCCTT
AATGTGGGAGTGTGCAGAATGCACCTTATTGAACCCGGTAAGTCTTCCTT

hhkhkhkhkhkhkrhkhkhkhhkhhkrhhkrhhkrhkhkhkhhkrhkdkhhkrhhkrhkhkrhhkrkkrhkxhkxx

AAGAGTGTATAAACTTGAAGCTTCTTGTTGTCTCTATACTGTTTTTTCAT
AAGAGTGTATAAACTTGAAGCTTCTTGTTGTCTCTATACTGTTTTTTCAT

hhkhkhkhkhkhkrhkkhkhkhhkhhkhrhkhkrhkhkrhkhkhkhhkhhkrhkkhkrhhkrhkhkrkhhkrkhkxhkxhkxx

TATCGGTCTTGTTTTCTCCTACCAGTCATTGGCTCCAATATGTGAGCTAT
TATCGGTCTTGTTTTCTCCTACCAGTCATTGGCTCCAATATGTGAGCTAT

hhkhkhkhkhkhkrhkhkhkhhkhkhkrhhkrhkhkrhkhkhkhhkhhkrhkhkrhhkrhkhkrkhhkrkhkrhkhkxkkxx

GCACTGCCGCAAAGCCAAAGGAAAGGGAGATGAAGCACAAAGTCTGGTCT
GCACTGCCGCAAAGCCAAAGGAAAGGGAGATGAAGCACAAAGTCTGGTCT
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hhkhkhkhkhkhk A hkhkhkhhkhhkhkhkhhkhkdrhkhhkhhkhkhkrkhkhkhkhkdkrhkkhkhhkhkhkkxkkxkk*x

TGCAAATTCTGCACGCTTGAAAATGAGGTGAAGTTAGAGAAATGTGAGGC
TGCAAATTCTGCACGCTTGAAAATGAGGTGAAGTTAGAGAAATGTGAGGC

hhkhkhkhkhkhk A hkkhkhhkhhkhAhkhkhkhkhkrhkhkhkhhkhhkrhkhkhkhkhkrhkkhkhhkhkhkxkkxkkxx*x

TTGTGGTCAGTGGAGGTACTCGTATGGAGCACCATTGTCAACTGGTGCTC
TTGTGGTCAGTGGAGGTACTCGTATGGAGCACCATTGTCAACTGGTGCTC

hhkhkhkhkhkhk A hkhkhkhhkhhk A hkhkhkhkhkrhkkhkhhkhkhkrhkhkrkhkhkrhkkhkhhkhkhkxkkxkkx*x

CTAATGTCGGCACT — === —— === === = —m———mm oo
CTAATGTCGGCACTCACCCAACTTTTCTATACAAAGTTGGCATTATAAGA

Kk ok ok kkkkkokkkkkx

GCTCCAGC



