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Abstrakt

Posttranskripéni modifikace RNA jsou dtlezitou soucasti metabolickych drah ci
dozravani RNA. Jednou ztéchto modifikaci je wuridylace 3’konce provadéna
terminalnimi uridylyltransférazami (TUT) z proteinové nadrodiny TENT. U lidi byli
identifikovani tfi zastupci TUTaz - TUT1, TUT4 a TUT7. U zastupcti TUT4 a TUT7 byla
potvrzena kooperace s proteinovymi partnery, ktefi tim ziskavaji schopnost regulace
enzymatické aktivity téchto TUTaz. Doposud byli popsani pouze dva interakéni
partnefi Lin28A a MOV10. Cilem prace byla ptriprava expresnich konstruktti pro TUT4
a TUT7 ajejich testy, které budou nasledné slouZit pro studium interakci v burice.



IDENTIFIKACE INTERAKTOMU LIDSKYCH URIDYLYLTRANSFERAZ V BUNCE

Abstract

Post-trancriptional modifications of RNA are part of metabolic pathways and
maturation of RNA. One of these modifications is uridylation of 3’end of RNA
performed by terminal uridylyltransferases (TUTs) from TENT protein superfamily.
There are three representatives of TUTases identified in human - TUT1, TUT4 and
TUT7. TUT4 and TUT7 has been confirmed to cooperate with protein partners, who
thus gain the ability of regulation enzymatic activity of these TUTases. Until today there
are described only two interaction partners Lin28A and MOV10. The aim of this work
was preparation of expression constructs for TUT4 and TUT7 and their testing, so they
can be used for farther studies of interactions in cell.
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Uvop

1 Uvod

U vétSiny eukaryotickych RNA dochazi k posttranskripénim modifikacim na jejich 3°
konci. Skrze tyto modifikace miiZe byt regulovan metabolismus RNA a jeho zasadni
déje, jako je dozravani RNA, ¢i naopak jeji degradace, nebo stabilita a funkce RNA.
Béhem poslednich let jsou objevovany proteiny za tyto modifikace zodpovédné -
terminalni nukleotidyltransferazy (TENT) patfici do nadrodiny polymerazy 8 (1),
celkem jich bylo popsano 11. Dle substratové specificity je pak miizeme rozdélit na
poly(A) polymerazy (PAP) a na terminalni uridylyltransferazy (TUT). PAP zajistuji
adenylaci riznych RNA substratdi, v zavislosti na typu se pak miZe jednat o
monoadenylaci nebo o polyadenylace. TUT maji schopnost uridylace RNA. Hraji
Kklicovou roli pii metabolismu RNA. Mohou svou Cinnosti zajistit dozravani RNA nebo
ji predurcit k degradaci (2). Uridylace také ovliviiuje onkogenezi ¢i diferenciaci bunék
(3). TUT mohou uridylaci provadét bud'to samostatné nebo k ni vyuzit kooperace s
proteinovymi partnery (4). Prace ma za cil poskytnout piehled o aktualnich poznatcich
o termindlnich  nukleotidyltransferazach, predevsim pak termindlnich
uridylyltransferazach a pokroku ve vyzkumu jejich interaktomd.

V experimentalni ¢asti se prace zaméiuje na pripravu expresnich konstruktti s TUT4 a
TUT?7, které mohou napomoci pti identifikaci novych proteinovych interaktomi téchto
TUTaz.
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2 TENT a posttranskripéni modifikace

2.1 Obecna charakteristika TENT

Termindlni nukleotidyltrasferazy, ve zkratce TENT, jsou rodinou proteinii patiici do
nadrodiny DNA polymerazy 8 a jsou schopné posttranskripné upravovat 3” konce
RNA pridavanim netemplatovych nukleotidii, odkud také vznikl jejich nazev.

Tuto schopnost maji diky své katalytické doméné, jejiz vlastnosti a strukturu sdili
s proteiny napii¢ nadrodinou DNA polymerazy 8, kam se kromé TENT proteini fadi i
kanonické poly(A) polymerazy (PAP) (1). Spolecnou strukturu katalytické domény
tvori konzervovana nukleotidyltransferazova doména (NTD) a doména odvozena
od kanonické poly(A) polymerazy (z angl. PAP-associated domain) (2).

Podivame-li se bliZe na strukturu domén, najdeme v NTD triddu konzervovanych
aspartatd, které jsou pro katalytickou funkci domény nezbytné, jelikoz v aktivnim
misté enzymu vazi dva ionty kovu a napomahaji tak vazbé nukleotidi (5). Zvlastnosti
zlstava, Ze kromé TENT1 (=TUT1, U6) postradaji terminalni nukleotidyltransferazy
specificky motiv rozpoznavajici RNA (RRM), na rozdil od kanonickych poly(A)
polymeraz, které jej maji (6).

Béhem poslednich let bylo postupné identifikovano a popsdno 11 lidskych
termindlnich nukleotidyltransferaz. Na zakladé jejich substratové specificity je pak
miiZzeme rozdeélit na nekanonické PAP, které vykazuji preference vici ATP a na
terminalni uridylyltransferazy (TUT), které preferuji UTP.

Prvni skupina zahrnuje nekanonické jaderné poly(A)polymerazy, které jsou
odpovédné za polyadenylaci mRNA a dalSich produktii transkripce RNA polymerazy II.
Do druhé skupiny se radi TUTazy schopné rozpoznavat rtizné RNA substraty. Patri sem
také ostatni nukleotidyltransferazy, které se podileji na posttranskrip¢nich
modifikacich, jako je napriklad adenylace, cytidylace, guanylace. Posledni, treti,
skupina pak zahrnuje enzymy se schopnosti pridani sekvence - CCA, které napomahaji
dozravani tRNA (8).

Zminéné modifikace mohou vyznamné ovliviiovat ¢i regulovat mnohé bunécné
procesy, jako je napriklad genova exprese (9,10).

2.2 PAP — poly(A) polymerazy

Existence polyA polymeraz prisla s objevem cytoplazmatické polyadenylace, ktera
byla poprvé pozorovana u organismu C. elegans (11). Polyadenylacni aktivita byla
nasledné spojena s aktivitou TENT2. Dal$i nekanonické PAP byly identifikovany jako
nekanonické na zakladé podobnosti pravé s TENT2 (11). Organizace domén odpovida
prislusnosti k nadrodiné TENT, nalezneme zde tedy NTD, ktera je u PAP konzervovan3,
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doménu odvozenou od kanonickych PAP, a v neposledni radé katalyticky vyznamnou
trojici aspartati (5).

Z rodiny PAP u Clovéka najdeme zastupce TENTZ2, TENT4A, TENT4B, TENTS a
také mitochondrialni poly(A) RNA polymerazu TENTS, jinak zvanou MTPAP. VSichni
tito zastupci patrfi mezi nekanonické PAP a vykazuji adenyla¢ni aktivitu. TENT4A a
TENT4B z tohoto seznamu mirné vystupuji, jelikoZ neni jejich specificita zcela jasné
vymezena (13). Mohou tak vystupovat jako PAP, ale zaroven i jako TUT. Podobna
aktivita byla pozorovana i u TENT1, ktera preferované vystupuje jako TUT, ale za
podminek oxidativniho stresu méni svoje preference na UTP, jak ukazaly in vitro testy
v bunécnych esejich (14). Jeji aktivita je vSak stale velmi kontroverzni, jelikoZ vykazuje
daleko vétsi afinitu k UTP, nez ATP (15).

Funkce jednotlivych zastupci PAP jsou velmi ri@iznorodé a v nékolika
nasledujicich podkapitolach budou postupné predstaveny.

2.21 TENT2

TENT2je prvni ze zastupcti této rodiny. Jde o nekanonickou PAP u savcti lokalizovanou
v cytoplazmé i jadie (16). Poprvé byla jeji polyadenylac¢ni aktivita pozorovana u oocytt
Xenopus laevis (12). Pozdéji se prokazala jeji pritomnost u organismt C. Elegans, kde se
nachazi jeji homolog GLD2 (11), a D. Melanogaster (2) a nakonec i u savcd, jako prvni u
Clovéka a mysi (12), kde vsak stale neni jeji funkce dostatecné popsana. Po c¢etnych
vyzkumech na niZz$ich organismech, jako jsou vyse zminéné, ji byla prisouzena role
stabilizatora mRNA, ktery napomaha translaci a reguluje ji. Tato schopnost se ukazala
byt dtlezitou soucasti mnoha biologickych procest. Byla prokazana regulace rané
embryogeneze a gametogeneze, kde hraje roli ve zpracovani maternalniho
transkriptomu (17,18). Vedle téchto déji byla regulace genové exprese polyadenylaci
pozorovana i pti synaptické plasticité, ktera hraje dtilezitou roli pti tvorbé dlouhodobé
paméti (19,20). Kromé mRNA miiZe regulovat stabilitu a funkci také miRNA. U té miize
vykazovat monoadenylac¢ni nebo oligoadenylac¢ni aktivitu, pricemz diisledky obou jevii
se znacné lisSi. Monoadenylaci se zvySuje stabilita molekuly, zatimco oligoadenylace ji
oznacuje k degradaci (11,15). TENT2 také vykazuje homologii k TUT4 a TUT7, coZ by
poukazovalo na jeho uridyla¢ni schopnosti. Existuji predpoklady, Ze uridylace pre-
miRNA, konkrétné pre-let-7, vlidskych buiikdch miliZe byt provadéna alternativné
proteinem TENT2 (21,22). Zatimco zlidskych bunék byl izolovan TENT2
s uridylovanou pre-let-7 (23), pfi experimentech s vyuzitim E.coli se vSak aktivita
zmeénila zpét vadenylacni. Vysledkem téchto experimenti bylo konstatovani, Ze
TENT2 je tedy po pravu zarazen mezi PAP, nicméné miZe vykazovat i uridyla¢ni
¢innost (21).
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2.2.2 TENT4

TENT4 zastupce ma dvé isoformy - TENT4A a TENT4B. Jedna se o homology proteini
Trf4p a Trf5p, které jsou soucasti TRAMP komplexu v kvasinkach (118). Ten ma
riznou adenylacni aktivitu v zavislosti na RNA substratu, jehoz osud je pak touto
riznorodou cinnosti ovlivnén (24). Oba tyto proteiny jsou primarné jaderné (25),
avSak TENT4A byl nalezen také v cytoplazmé. (26) Zajimavosti u obou zastupct je, Ze
pri adenylaci neptidavaji na konce mRNA striktné pouze adenosiny. V fetézcich, které
tvori se objevuji také residua ostatnich bazi s preferenci ke guanosinu. Tato residua by
mohla vést ke zpomaleni deadenylace (13). TENT4A je v clovéku dale exprimovan ve
dvou isoformach liSicich se ve své N - terminalni oblasti. RozliSujeme tak TENT4A
short (S) a TENT4A long (L). Zatimco TENT4A (L) se vyskytuje v jadre, inaktivni
TENT4A (S) se lokalizuje i do cytoplazmy (26). Uloha TENT4A v3ak neni vyznamné
studovana, jelikoZ se, na rozdil od svého homologu TENT4B, nezapojuje do lidského
TRAMP komplexu (27).

2.2.3 TENTS

U savcli TENT5 rodina sestava ze ctyr evolucné konzervovanych a sekvencné
podobnych homologli - TENT5A, TENT5B, TENT5C a TENTSD. Cela rodina TENTS je
tvorena nekanonickymi PAP, jejiZ zastupci se v riiznych poctech vyskytuji u vSech
savcl a jsou lokalizovany v cytoplazmeé i v jadie (28). Ackoli probéhly bioinformatické
analyzy, jejich funkce nebyly do dneSniho dne uspokojivé popsany, avsak diky znamé
struktuie TENT5B je znamo, Ze TENTS5 sdili dileZzité katalytické domény, diky kterym
je mizeme identifikovat jako nukleotidyltransferazy (30,103).

2.2.4 TENT5A

TENTS5A je strukturné zatim popsan velmi spoi'e. Nedavno bylo postulovano, Ze spolu
se svym homologem TENT5C hraji roli v polyadenylaci mRNA gentG kddujicich
proteiny, které se objevuji béhem procesu mineralizace kosti (104). Je také ve zvySené
mife exprimovan v embryonalnich tkanich, i tkdnich dospélych jedinct mysi, které
podléhaji mineralizaci, coZ opét poukazuje na jeho funkci ve spravné tvorbé kosti
(105). Presny mechanismus jeho piisobeni vSak zlistava otazkou.

2.25 TENT5B

Jak bylo zminéno vySe, pomérné nedavno byla rozlusténa struktura homologa
TENT5B vorganismu Xenopus tropicalis (31), ktera poslouzila jako modelova
struktura proteinii TENTS5 a diky které je predpokladano, Ze proteiny z této rodiny sdili
katalytickou doménu i preferenci substratu (30). Bylo zjisténo, Ze substratové TENT5B
cili na RNA bohaté na adenosiny v blizkosti jejich 3’konce, coz napovida tomu, Ze
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a7 =

specifikovana lokalizace TENT5B, a to vjadre i cytoplazmé. Je velmi dilezity pro
bunéfnou viabilitu lidskych embryonalnich bunék. Jeho zvySena exprese byla
detekovana v lidskych embryondalnich burikach, naopak jeho ibytek nastal pii procesu
diferenciace bunék. Knock-out tohoto proteinu v lidskych embryonalnich kmenovych
burikach byl letdlni, knock-down vyvolaval apopt6zu a inhiboval proteosyntézu (31).
TENTS5B je spojovan s mnohocCetnym myelomem, kde je jeho niZsi exprese davana do

vV

2.2.6 TENTSC

TENTS5C je spojovan s vyvojem rakoviny. Vyrazné nizsi exprese byla zaznamenana
v hepatocelularnim karcinomu, zatimco v normalni jaterni tkani byla hladina TENT5C
vyssi (32). Podobné vysledky vykazovaly i karcinomy plic (33) ¢i traviciho traktu (34).
DileZitou roli ma pravdépodobné i pii mnohocetném myelomu. Pfi utiSeni genu pro
TENT5C doSlo kexpresi proteinu WT a tim ke zvySeni proliferace. Byla také
pozorovana zvySend produkce tohoto proteinu pii aktivaci primarnich splenocyti.
Tyto poznatky ukazuji na jeho onko - supresorovy efekt (35).

2.2.7 TENTSD

TENTS5D zlstava prozatim nejméné popsanym proteinem zrodiny TENTS5. Silna
poyladenylacni aktivita u néj byla prokazana pouze in vitro (30). Nicméné se ukazalo,
Ze je nadmérné exprimovan v mozkovém kortexu mysi, u kterych byla pozorovana
porucha chovani piipominajici poruchu autistického spektra, je proto s touto
poruchou asociovan (36). U clovéka byla objevena ptritomnost protilatek proti
TENTS5D, a to vyhradné v plazmé lidi s diagnostikovanou rakovinou plic nebo varlat.
Stava se tak potencialnim terapeutickym cilem u téchto onemocnénti (37).

2.2.8 TENT6

TENT6 neboli MTPAP je zastupce rodiny TENT proteini identifikovany
v mitochondriich (38). Zatimco vrostlindach a prokaryotickych organismech ma
oznaceni mitochondridlni mRNA polyA koncem za nasledek degradaci a jedna se tak o
destabiliza¢ni modifikaci, v eukaryotickych organismech dovytvari chybéjici UAA stop
kodon a reguluji tak translaci (39,40). Do jaké miry prispiva stabilizaci u eukaryot
zlUstava nejednoznacné (41). Nedostatek MTPAP pak vedl ke sniZeni hladiny a naruseni
maturace tRNATY" a tRNACs, coz napovida tomu, Ze polyadenylace miize mit vliv i na
dozravani a stabilitu specifickych mitochondridlnich tRNA (42).
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2.3 TUT — terminalni uridylyltransferazy

Uridylace je po adenylaci druhym z typa posttranskrip¢ni editace RNA, a zaroven se
jedna o druhou nejcastéjsi modifikaci. Jde o proces, kdy se na konec 3" RNA pripojuje
od jednoho az po 20 a vice uridinti (2). Pocet ptridanych uridint pak zavisi na typu RNA
substratu a jeho dalSim osudu v RNA metabolismu, jelikoZ pravé pocet pridanych
uridinli urcuje, co se substratem bude dale dit. MlZe tak byt regulovdna genova
exprese, dozravani kédujici i nekédujici RNA, ale také miize dochazet ke zménam jeji
stability ¢i biologické funkce. Tyto zmény maji pak vliv na metabolismus RNA a jsou
spojovany s Cetnymi onemocnénimi (7).

Proces uridylace byl poprvé pozorovan u rostlin, studovanym modelem byl
Arabidopsis thaliana, neboli Husenicek rolni (43). V pribéhu let byla pak uridylace
pozorovana v mnoha eukaryotnich organismech, jako jsou napriklad trypanozomy
(44), houby (45) ¢i savci (46). U rodu Saccharomyces cerevisiae bylo naopak
pozorovano sniZena uridylacni aktivita (7). Stejné tak byla pozorovana i na rliznych
RNA substratech, mezi nimiZ najdeme mRNA, fragmenty mRNA, snRNA, miRNA ¢i
jejich prekurzory (9). Strijci tohoto netemplatového procesu RNA uridylace jsou pak
enzymy zvané terminalni uridylyltransferazy, zkracené TUTazy.

Jak bylo receno vySe, TUTazy patii do nadrodiny DNA polymerazy . Tomu
odpovida i povaha jejich katalytické domény, ktera je tvorena, stejné jako u ostatnich
TENT, nukleotidyltransferdzovou doménou a doménou odvozenou od
poly(A)polymerazy. Tato doména se nasledné vyvinula do podoby, kdy prednostné
vaze uridintrifosfat (UTP), namisto adenosintrifosfatu (ATP) (7).

V soucasné dobé jsou potvrzena TUTazova aktivita u tii Cleni rodiny TENT -
TUT1, TUT4 a TUT7, které se od sebe vice ¢i méné lisi. Prvnim zasadnim rozdilem je
lokalizace. Zatimco TUT1 je jaderny protein (47), TUT4 a TUT7 jsou lokalizovany
v cytoplazmeé (48). Tato rozli¢na lokalizace tak pro jednotlivé TUTazy urcuje i rozdilné
RNA substraty. Zaroven, jak bylo zminéno v kapitole Obecnd charakteristika TENT,
TUT1 ma jako jedina specificky RNA motiv, ktery TUT4 i TUT7 postradaji. I sekvencné
se TUTazy pomyslné rozdéluji na TUT1 a TUT4 s TUT7, jelikoz TUT4 a TUT7 jsou si
sekvencné velice podobné a predpoklada se, Ze TUT7 se vyvinula po boku TUT4 jako
jeji homolog, zatimco TUT1 je od zbylych dvou sekvencné odlisna (49).

Podivame-li se na samotny proces uridylace, jeji nasledny podléhaji vicero
faktortim a velice zaleZi na typu substratu a pritomnosti interagujicich proteint. Podle
téchto faktort je pak molekula uridylovana bud'to jednotlivymi uridiny nebo dochazi
k polyuridylaci. Tyto rozdilné jevy se pak promitaji do priibéhu mnoha biologickych
procesi u vyssich organismu, mezi které patii diferenciace a vyvoj zdrode¢nych bunék
¢i imunitni odpovéd’ vici infekcim (3). Dale napriklad embryonalni vyvoj, kdy je
ptivodni uridylovand mRNA degradovdna a nahrazena syntetizovanym zigotickym
transkriptem (50). BEhem dozravani oocyttli jsou uridylovany a nasledné degradovany
nékteré materndlni transkripty, jejichZ zanik je nutny pro spravny priibéh dozravani
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(15). Skrze destabilizaci mRNA uridylaci dochazi také kregulaci translace (51).
Zaroven hraje roli ve spravném pribéhu spermatogeneze (52). S degradaci
uridylované mRNA je také spojovana apoptéza, degradace na zakladé uridylace by
mohla byt totiZ jednim z prvnich priznakl zahajeni bunécné smrti (53). Uridylace
probiha hojné také na prekurzorech miRNA, konkrétné u rodiny miRNA let-7, kde jsou
upravovany pre-let-7 pre-miRNA a na zdkladé délky polyU konce jsou degradovany
nebo oznaceny k dozrani. Pozorovana byla i uridylace histonové mRNA ¢i ncRNA. Na
téchto prikladech je vidét, Ze substraty pro uridylaci mohou byt opravdu riznorodé,
stejné jako jejich zapojeni do rozli¢nych biologickych procesti.

2.3.1 TENT1, také TUT1, U6 TUT

TENT1 je mezi obratlovci protein evolu¢né vysoce konzervovany a najdeme ho ve
vSech typech lidskych tkani (2). Struktura TENT1 byla popsana jako prvni z proteint
TUT ve vysSich eukaryotickych organismech. Jak bylo zminéno v kapitole Obecnd
charakteristika TENT i Obecnd charakteristika TUT, TENT1 jako jediny z rodiny téchto
proteinti ma typicky RNA rozpoznavaci motiv. Ten se nachazi na jako N - terminalnim
konci spolu s motivy zinkovych prsti, nasleduje doména pro vazbu RNA (RNA-binding
domain) asociovand s kinazu (KA-1) a na C - terminalnim konci je signalni sekvence
pro jadernou lokalizaci (47,15).

Hlavni tlohou TENT1 je uridylace U6 snRNA, tedy malé jaderné RNA (54).

U6 snRNA je vysoce konzervovana RNA ze skupiny malych RNA nachazejicich se
v eukaryotickych spliceozomech, coZ jsou ribonukleoproteinové komplexy
zodpovédné za sestiih pre-mRNA (9,55). Pro jejich spravnou funkci jsou nezbytné
pravé malé RNA, jako je zmifiovanad U6 snRNA. Kromé ni se ve spliceozomech vyskytuji
navic jesté U1, U2, U4 a U5 snRNA. U6 snRNA v lidském organismu jako vznikajici
transkript obsahuje na svém konci 3’sekvenci ¢ty uridint. Tyto uridinu funguji jako
terminacni sekvence pro RNA polymerazu III, kterou je U6 snRNA prepisovana. Po
dokonceni prepisu prichazi La protein se schopnosti se vazat na polyU konec a zajistit
tak stabilitu vznikajici snRNA. Pro dalsi vyvoj dozravani jsou nutné dvé opacné reakce.
V dal$im kroku La protein odstupuje, aby se na konec 3" se ¢tyfmi uridiny mohlo
pripojit dalsich 16 uridint do celkové délky polyU konce 20 uridind (55). Tuto
oligouridylaci katalyzuje zmifiovana TENT1. Pro stabilizaci je vSak nasledné nutné, aby
byl polyU konec zkracen. Déje se tak prostrednictvim 3’- 5 exonukleazové aktivity
proteinu USB1 (Mpn1), ktery zkrati polyU konec na pouhych pét uridini. Protein USB1
zaroven katalyzuje tvorbu cyklického fosfatu na poslednim z uridint. Vznika tak konec
s 27, 3’- cyklickym fosfatem, ktery zajisti stabilitu zralé snRNA (56,55,57). Kdyby k této
stabiliza¢ni dpraveé nedoslo, byl by konec 3’adenylovan a degradovan (56).

Pribéh tohoto dozravani se mirné lisi v pripadé kvasinek, kde jsou uridiny na
konec 3’pridavany jiZ béhem samotné transkripce a na konci je RNA bud’to ukoncena

29



TENT A POSTTRANSKRIPCNi MODIFIKACE

cyklickym fosfatem, stejné jako je tomu u clovéka, nebo hydroxylovou funkéni
skupinou (57).

Kromé vysoké afinity k UTP, diky které je TENT1 schopen uridylace, ma také
afinitu k ATP, ale o néco nizsi. TENT1 se tak stava proteinem s pomérné kontroverzni
schopnosti zastavat také funkci jaderné PAP. Pro preferenci ATP jako substratu vSak
potiebuje specidlni podminky v podobé oxidativniho stresu. Cilovou RNA je zde
specificka mRNA, ktera hraje roli v procesu oxidativniho stresu. Ta je nasledné TENT1
polyadenylovana za ucasti proteinu PIPKIa a cely proces reguluje protein PtdIns4,5P2
(58).

2.3.2 TUT4aTUTY

V kapitole Obecné charakteristiky TUT bylo zminéno, ze TUT4 a TUT7 jsou si po
strukturni i sekvencni strance velice podobné. I z pohledu velikosti jsou si oba proteiny
blizké - TUT4 ma 185 kDa, TUT7 171 kDa.

Doménové usporadani obou TUTaz je také velice podobné. Obsahuji ¢tyfi domény
zinkovych prsti, tfi aspartaty a NTD domény, podobné jako ostatni zastupci nadrodiny
TENT.

Zapojuji se pti uridylaci riznorodych substratii, jako bylo naznaceno v kapitole u
terminalnich uridylyltransferazach obecné. Obé se tedy podili na uridylaci mRNA,
ktera byla u rostlin a savcll pozorovana na zcela ¢i castecné deadenylovanych
3’koncich mRNA. Oligouridylace takovych mRNA pak vedla k jejich rychlejsi degradaci
(51).

TUT7 také katalyzuje uridylaci histonové mRNA. VétSina histonovd mRNA je
zavisla na replikaci DNA, to znamena, Ze po konci replikace probihajici béhem S - faze
bunécného cyklu je nutné co nejdrivéjsi zastaveni jeji exprese. Dilezitou soucasti
tohoto procesu je degradace vzniklé histonové mRNA, ktera se realizovana praveé diky
zasahu TUT7 a jejimu pridani uridint (59,60). Zajimavosti je, Ze nékteré vyzkumy
poukazaly i na stabiliza¢ni funkci uridylace, a to v ptipadé pridani pouze 1 ¢i 2 uridind.
Zajisti se tak totiZ spravna délka histonové mRNA pro jeji funkci (61).

Oba homology jsou také hojné zkoumdany v souvislosti s dtlezitou roli
v metabolismu miRNA, ktera prispiva k regulaci mnohych biologickych procest, jak
bude popsano nize.
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3 miRNA

miRNA, zkracené z microRNA, jsou malé nekddujici fragmenty RNA o délce mensi nez
25 nukleotidl. Zastavaji funkci negativnich reguldtori mRNA neboli tzv. ,gene
silencers”. Po dozrani jedno vlakno miRNA vytvori soucast tzv. RISC komplex (z angl.
induced silencing complex), ktery komplementarné naseda na nepiekladanou oblast
mRNA, tzv. UTR (z angl. untranslated region), kde negativné reguluje jeji translaci jako
inhibitor translace nebo destabilizdtor mRNA a tim i genovou expresi a proteosyntézu
(62,63).

Zrani miRNA ma dva kroky. V prvnim stadiu je pri-miRNA vyprodukovana v jadre
pomoci RNA polymerazy Il a prodlouZena RNA polymerazou IIl. Tato pri-miRNA je
nasledné stépena jadernou RNazou III, zvanou Drosha. Produktem Stépeni je
prekurzor miRNA, nazyvany pre-miRNA. Pre-miRNA je nasledné transportovana do
cytoplazmy prostiednictvim komplexu Exportin5/Ran GTP, kde Ran GTP vystupuje
jako kofaktor (64). V cytoplazmé je pre-miRNA dale Stépena proteinem Dicer
s endoribonukledzovou aktivitou a navazana na Ago protein. Kromé kooperujiciho
Ago2 proteinu s Dicerem spolupracuji jeSté 2 proteinovi partneri - PACT (z angl
protein activator of RNA-regulated protein kinase) (65) a TRBP (z angl human
immunodeficiency virus (HIV-1) transactivating response (TAR) RNA-binding protein)
(66), jejichZ pritomnost je pro funkci Diceru esencialni. Touto finalni Gpravou vznika
zrald miRNA. Jedno z vlaken takto vzniklé miRNA se nasledné typicky oddéluje a spolu
s proteiny Ago a Dicer tvofi RISC komplex. RISC komplex se poté ucastni jevu zvaného
RNA interference, béhem kterého je regulovdna genova exprese budto inhibici
translace a destabilizaci mRNA, v pripadé nedokonalé komplementarity vlAkna miRNA
kmRNA vladknu, nebo sestifihem a degradaci mRNA v piipadé dokonalé
komplementarity (62,63). Cely proces demonstruje schéma niZe (obr.1).
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Obrazek 1 - biogeneze miRNA. RISC: RNA-indukovany tiSici kom-
plex; Ago: Argonaute proteinova rodina. (upraveno dle 67)

3.1 miRNA rodina let-7

let-7 rodina miRNA je studovana v souvislosti s TUT4zami a jejich uridyla¢ni aktivitou,
jelikoZ je to pravé tato miRNA, jejiZ dozravani TUTAazy zasadné ovliviiuji.

miRNA let-7 byla poprvé pozorovana u rodu had'atek (68,69), nasledné potvrzena u
mnoha organismi vcetné clovéka (70). Je vysoce konzervovana a predpoklada se, Ze
hraje vyznamnou roli béhem vyvoje kmenovych bunék a béhem jejich diferenciace
(71). Také ovliviiuje proliferaci a viabilitu bunék, ¢imZ% ovliviiuje i rakovinné bujeni. Pri
vyzkumu karcinomu plic bylo pozorovano sniZzené mnozstvi let-7, coZ poukazuje na jeji
mozny supresorovy efekt vii¢i onkogenezi (72).

V této souvislosti byla prokazana také spojitost mezi expresi proteinu Ras a
hladinou let-7. mRNA protoonkogenu Ras ma totiz ¢ast své sekvence komplementarni
k sekvenci miRNA let-7. RISC komplex s vldknem let-7 se tedy mliZe navazat na UTR
sekvenci tohoto onkogenu, utlumit jeho expresi a snizit tak riziko vzniku nadoru
zvySenou proliferaci, kterou RAS zptlisobuje. Snizené mnozstvi let-7 tedy zvySuje riziko
onkogeneze, zatimco jeho vyssi hladina zabezpecuje bunéc¢ny cyklus, angiogenezi a
bunécnou adhezi (73,74).

Jak je popsano niZe v kapitole TUT4 a TUT7 v procesu miRNA dozrdvdni, aby byla
let-7 degradovana, musi do procesu dozravani zasahnout proteinovy partner TUTazy,
ktery jejim prostfednictvim zaptic¢ini Skodlivé sniZeni mnoZstvi let-7 (75). Z toho
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divodu se na TUT proteiny zacalo pohliZet jako na mozné terapeutické cile (76).
Stfedem zajmu jsou malé interagujici molekuly, které by mohly mit na TUTazy
inhibi¢ni efekt. In vitro bylo nalezeno mnoho potencialnich inhibitor(, ne vSechny vSak
uspély i pfi testech v burikdch. Slibnym zastupcem se stal hydrat aurothioglukézy,
ktery projevil inhibi¢ni schopnost viici uridylacni aktivité TUT4. Tato latka navic byla
jiz klinicky pouzita pii 1écbé revmatoidni artritidy (76). Kromé toho byly také
pozorovany dikazy jejtho supresorového vlivu na rozvoj karcinomu plic (77). Stava se
tak potencialnim kandidatem pro 1é¢bu rakoviny.
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4 TUT4 aTUT7 v procesu miRNA dozravani

Béhem dozravani miRNA, které je popsano vySe v samostatné kapitole, se do procesu
zapojuje vicero regula¢nich proteini. Mezi ty se fradi i zmifované termindlni
uridylyltransferazy, které do dozravani zasahuji v priibéhu tprav pre-miRNA pre-let-
7, coz je prekurzor miRNA z rodiny let-7. BEhem této faze mohou TUT4azy vstoupit do
procesu, a jeSté pred upravou Dicerem urcit, zdali bude dana molekula dale
upravovana nebo degradovana. TUT tak Cini rozli¢cnou uridyla¢ni aktivitou. Mohou
vykazovat aktivitu jak monourydylacni (23), tak oligouridyla¢ni. Charakter urydila¢ni
Cinnosti pak zavisi na pritomnosti ¢i absenci proteinového partnera a na poctu
nukleotidl presahujicich na 3’konci pre-let-7 (78).

Prekurzory let-7 se déli na dvé skupiny oznacované I a II. U skupiny I nalezneme
na 3’konci piesah o délce 2 nukleotidii. U skupiny II tvoii tento piesah pouze jeden
nukleotid (23).

Monourydilace probiha na pre-let-7 ze skupiny II, tedy s presahem 1 nukleotidu
na 3’Konci a je realizovana bez tcasti proteinovych partnerd. TUT ma tak schopnost
pridat pouze jeden uridin na 3" konec a poté ztraci svoji aktivitu. Uridinem oznacena
pre-let-7 dale pokracCuje k ipravdm proteinem Dicer a zapojuje se to zmifiovaného
komplexu RISC, ktery miiZe regulovat translaci (23,78).

Naopak oligouridylace probiha za icasti proteinového partnera a na substratech
ze skupiny I i II, TUT4za tak pridava vice uridini a oznacuje molekulu k degradaci
(79,78), ktera probiha prostrednictvim proteinu s exonukledzovou aktivitou DIS3L2
(75).

Cely proces schematicky popisuje obrazek nize, kde je proteinovym partnerem
Lin28. Lin28 se stal prvnim a prozatim nejlépe popsanym proteinovym partnerem
TUTAz. Identifikace interaktomt TUT4z, kteii reguluji jejich enzymatickou aktivitu je
velice unikatni zaleZitost, i proto na byla tato prace na jejich hledani zamétena.
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A Tin28 B Lin28

Skupina Il pre-let-7 Skupina l a Il pre-let-7

5 5
W C————:
+ mono-uridylace - + oligo-uridylace
TuT4/7  Lin28
T TUT4/7
Uuy 3

+ tprava Dicerem

@ * inhibice upravy Dicerem
a3
Dicer ) Dis3L2

R
+ %%me,

* Degradace
——

v

zraly RISC

Obrazek 2 - proces Gpravy pre-miRNA proteiny TUT4 a TUT7
se zapojenim Lin28 (upraveno dle (10))

Je dobré zminit, ze absenci TUTaz miize castecné kompenzovat ¢innost TENT2, ktery
ma smiSenou substratovou specifituy, jak je popsano v jeho samostatné kapitole (15).

4.1 Lin28

Postupem casu se dari odhalovat ony zmifiované proteinové partnery, které ¢innost
TUTaz ovliviiuji.

Prvnim z nich je Lin28 objeveny v C.elegans (4), ktery se vyskytuje ve dvou
homolozich - Lin28A a Lin28B (4). Na jeho N-terminalnim konci najdeme cold-shock
domain (CSD), na jeho C-terminalnim konci pak zinkovy prst (ZKD). Obé domény jsou
kédovany paralelné v obou homolozich LIN28A a LIN28B a zaroven jsou obé tyto
domény zahrnuty v procesu rozeznavani substratu (80,81). Ukazalo se, Ze kromé
specifity k pre-let-7 miize LIN28 interagovat i s pri-let-7, tedy ve stavu pied zasahem
Drosha proteinu. Byly také provedeny studie poukazujici na to, Ze Lin28 je schopny
interakce i s mnohymi mRNA transkripty a mtze tak hrat roli v regulaci translace a
sestrihu (82,83,84). Kooperace probiha jak s TUT4, tak s TUT?7.

Byla také pozorovana vyssi afinita CSD k substratu pre-let-7, neZ jakou vykazuje
ZKD. CSD se vaze na vlasenku substratu, zatimco ZKD interaguje s GGAG motivem ve
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vypoulené ¢asti pre-let-7. Tvori se tak komplex Lin28:pre-let7. S tim pak interaguje N
- termindlni konec TUT4z, na kterém se nachazi modul pro interakci s Lin28 (85,48).
Kromé toho se také vaze na GGAGA motivy ve vlasenkach cilovych mRNA (48,84).

Prestoze Lin28A a Lin28B sdili velkou cast struktury i podobnou aktivitu,
Lin28A je prednostné cytoplazmaticky protein a Lin28B se zdrzuje spise v jadie diky
pritomnosti domény pro jadernou lokalizaci. Na zakladé tohoto rozdilného umisténi se
lis{ princip vlivu na metabolismus miRNA. Jak bylo popsano vyse, nez se pre-miRNA
dostane z jadra, je upravovana Drosha komplexem jeSté ve své pri-miRNA podobé. Na
ni se vaze Lin28B a blokuje dpravu zminénym komplexem. Nedojde tak ani k apravé
v pre-miRNA a jedna se tak o mechanismus nezavisly na TUT proteinech (86).

Lin28A vyuzivd naproti svému homologu mechanismy na TUT proteinech
zavislych. Je to praveé tento homolog, ktery se vaze primo na pre-let-7, konkrétné na jeji
GGAG motiv, jak je popsano vyse. Lin28A vstupuje do procesu aZ po Upravé proteinem
Drosha, kdy se pre-miRNA dostava do cytoplazmy (86). Svoji vazbou vytvori podminky
pro oligouridylaci, ktera nasledné inhibuje tpravu Dicer proteinem. Na konci pre-let-
7 tak zlistava polyU konec, ktery je velmi preferovanym cilem zminované exonukleazy
DIS3L2 (87).

4.1.1 Zapojeni Lin28 v onkogenezi

U obou homologt byla objevena souvislost mezi jejich zapojenim do procesu uridylace
a onkogenezi. Jak je popsano vySe v kapitole o rodiné miRNA let-7, u mnohych pripadi
nadorl byla pozorovana jeji sniZena exprese, za kterou je zodpovédny praveé Lin28,
ktery nasledné dale usnadiiuje bunécnou transformaci a onkogenezi. Let-7 ma
supresorovy efekt vii¢i onkogeniim diky zapojeni do RISC komplexu popisovaného
vySe a jeji sniZend hladina tedy sméruje k vyssi pravdépodobnosti vzniku nadoru.
Béhem sniZeni mnoZstvi let-7 byla zaroven v nddorech detekovana zvysSena exprese a
aktivace Lin28. Toto pozorovani dokazuje korelaci mezi jeho expresi a hladinou let-7
a tedy i jeho vliv na dozravani let-7. Dojde-li vSak k opétovnému prisunu let-7
ektopickou expresi v jiz transformované burice, je tento efekt zvracen a vznikajici let-
7 inhibuje dal$i expresi Lin28 (86,88).
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Je-li Lin28 exprimovan, dochazi tedy k degradaci let-7, coZz vede ke zvySeni
bunécné proliferace. Naopak utlumem Lin28 vyss$i hladinou let-7 je zapriCinén
bunécny cyklus (74). Jev je vyobrazen na schématu (Obr.3).

Na schématu mizZeme kromé miRNA let-7 povSimnout i vlivu miRNA-125 a miRNA-
200. Jedna se totiZ o dvé dalSi rodiny miRNA, které se pri rakoviné vyskytuji v bunikach

:

miRNA-125 . / \ i
mikNA-200 —[ LIN28 ] LIN 28¢

Let:7

1

bunéény cyklus,
angiogeneze, adheze

LRE

bunééna proliferace

Obrazek 3 - Schéma vlivu exprese Lin28 na let-7 a expresi Ras proteinu a
jejich vlivu na bunécéné procesy (upraveno y 74)

ve sniZzeném mnoZstvi a také disponuji schopnosti inhibice exprese Lin28 (74).

Pfi diagnostice byla pozorovana horsi prognéza se zvySujici se expresi Lin28,
zatimco jeho redukce zpomalila rst naddoru. Tento protein se tak stava vhodnym
terapeutickym cilem pro 1é¢bu rakoviny (89). V nedavné dobé byly zkoumany také
malé molekuly derivatd pyrrolinu inhibujici Lin28, z nichZ nejslibnéj$i C902 vykazoval
pozitivni vysledky i v testech na lidskych nadorovych burikach (JAr cells), kde jasné
zvysil expresi let-7 (80). Ukazuje se tedy, Ze malé molekuly mohou mit v souvislosti
s blokaci Lin28 velky terapeuticky potencial.

4.1.2 Role Lin28 v bunééné diferenciaci

Pri vyzkumu indukovanych pluripotentnich kmenovych bunék bylo zjiSténo, Ze se
Lin28 zapojuje spolu se tremi dalsimi faktory, OCT4, NENOG a SOX2, do premény
somatickych bunék na nediferencované kmenové buiiky a zachovava tak jejich
pluripotenci (90,86). Rychlost téchto premén navic korelovala se vzristajici bunécnou
proliferaci (106). Predpoklada se tak, Ze rychlost se pravdépodobné zvysuje
navozenim bunécné proliferace pravé proteinem Lin28 (107). BEhem vySe zmifiované
studie se povedlo s prispévkem Lin28 ze somatickych bunék vytvorit indukované
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pluripotentni buriky se vSemi charakteristickymi znaky embryonalnich kmenovych
bunék, které by mohly v podobé stabilnich linii slouzit pro dal$i vyzkum na poli
transplantacni mediciny nebo vyvoje 1é¢iv (90).

4.2 MOV10

Potencialnim proteinovym partnerem TUT4 i TUT7 je MOV10 helikaza. Ta se zapojuje
pfi transpozici LINE-1 (91).

LINE - 1, také L1, jsou tifidou [ transpozoni, tzv. retrotranspozony.
Retrotranspozony jsou typem transpozontl vyskytujicich se bézné v sekvenci DNA.
Jejich transpozice probihda prepisem do RNA, kterd je pak reverzni transkripci
preloZena zpét do DNA v cilovém misté. Funguji na principu ,zkopirovat a uloZit“, coz
znamenad, Ze se dana sekvence zreplikuje. LINE (z angl long interspersed nuclear
elements) jsou pak typem autonomnich non - LTR (z angl. long terminal repeat)
retrotranspozoni. Autonomni v tomto piipadé znamena, Ze ve své sekvenci kéduji
proteiny potiebné pro realizaci retrotranspozice. LINE - 1 ptedstavuji 17 % lidského
genomu (92).

TUT4 a TUT7 se v retrotranspozici zapojuji pridavam uridini na konec 3" L1
retrotranspozont, coz ma, dle predpokladii, za nasledek jejich degradaci. Uml¢eni
TUT4az v buiice zpiisobilo navyseni retrotranspozice oproti kontrole bez TUTaz i stavu,
kdy TUTazy pritomny byly. Prokazal se tak redukujici charakter uridylace na
retrotranspozici L1 (91). Tento fenomén byl zkouman i u TUT1 a dalSich prislusnikt
rodiny TENT, ajkoZto TENTZ2, TENT4B a TENT5C, nicméné u Zadného se nepotvrdil
(91). Byl také pozorovan nartst uridylace L1 mRNA v lidskych burikdch s nadmérnou
expresi TUT4, TUT7 a MOV10. Vliv pfitomnosti uridind na samotnou retrotranspozici
vSak neni zatim zcela jasny. Predpokldda se, Ze pravé uridylace zastava hlavni
regulacni roli retrotrasnpozice L1 v savCich bunkach, jelikoZ je moZzna ve vSech typech
bunék, ve kterych k retrotranspozici L1 dochazi (91).

Protein L1 - ORF1p ma ochrannou funkci zabranujici uridylaci L1 mRNA. JelikoZ
MOV10 funguje jako helikaza, predpokladalo se, Ze by mohla naruSovat tuto ochrannou
funkci a usnadiiovat tak TUT proteinim jejich Cinnost. Vysledky experimenti
prokazaly schopnost MOV10 blokovat ochranny efekt L1 - ORF1p a tim podpofrily
hypotézu o spolupraci MOV10 a TUT4/7. Primé prokazani spoluprace téchto proteini
vSak stale chybi (91).

4.3 TIFA

TIFA byl identifikovan v roce 2003 jako protein interagujici s TRAF6 v kvasinkach (93).
Pozdéji byl izolovan i ze savCich bunék jako protein interagujici s TRAF2 (94).
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Jako TRAF se oznacuje skupina cytokinl vystupujicich jako faktory nadorové
nekrézy. Jsou produkovany makrofagy v rdmci imunitni odpovédi. Makrofagy jsou
napriklad stimulovani lipopolysacharidy (zkracené LPS) obsaZenymi v membranach
gramnegativnich bakterif (95). Vazbou mezi TIFA a TRAF6 se aktivuje TAK1, ktery je
spojovan s apoptdézou a IKK enzymovy komplex zapojujici se v odpovédi na zanét
(96,97).

Mechanismy regulace interakci TIFA a TRAF vSak nejsou zcela jasné. Ve snaze
odhalit interagujici proteiny zapojené do regulace byly provedeny experimenty s LPS
- stimulovanymi makrofagy v lidskych bunikkach. Mezi nalezenymi proteiny se objevila
i TUTA4, ktera je zajimava z dlivodu pritomnosti zinkovych prsti na N - terminalnim
konci, jako je tomu u jiz identifikovanych molekul interagujicich s TRAF6. Zvlastnosti
bylo nalezeni dvou homologii TUT4, jeden o délce 60 kDa, druhy o délce 200 kDa. Byly
proto pojmenovany TUT4S (short) a TUT4L (long) (95).

Exprese TUT4 byla bez dalsi stimulace pozorovana vyhradné v jadie, zatimco po
aplikaci LPS se objevila i v cytoplazmé, kde byla pozorovana 1/3 z celkového mnoZstvi
TUT4L. Byla také potvrzena interakce mezi TUT4 a TIFA faktorem. Dalsi vysledky
ukazaly, Ze vazba TUT4 na TIFA podléha regulaci pomoci LPS (95). Vzhledem k tomu,
Ze je mezi témito proteiny potvrzena moznost interakce, nelze vyloucit, Ze by se i TIFA
mohla zaradit na seznam potencialnich proteinovych partnera TUT4.
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5 Teoreticky uvod k metodam

5.1 Proximity labeling

Proximity labeling metody se stavaji moZnou alternativou imunoprecipita¢nich metod
znaceni proteinli pro pozdéjsi charakterizace (98). Principem je vytvoreni konstruktu
obsahujicim doménu pro enzym se schopnosti pridavat vybranou molekulu na
proteiny a sekvenci proteinu zajmu. Mezi soucasné vyuzivané enzymy patii napiiklad
APEX (z angl. ascorbic axid peroxidase) (99), APEX2 (100) nebo ligaza izolovana z E.coli
pojmenovana BiolD (101).

Pri samotnych experimentech je pak vétSinou nutno dodat substrat. Soucasné
hojné pouzivana je BiolD doména, kde je znacici molekulou biotin. S postupem casu
bylo vytvofeno nékolik variant domén pro biotinylaci sriznou narocnosti na
podminKky ¢i rozdilnymi rychlostmi biotinylace. Mezi tyto alternativy se fadi BiolD2,
coZ je ligdza izolovana z Aquifex aeolicus, a nasledné TurboID a miniTurbolD, které
kombinuji netoxické chovani BiolD a vysokou efektivitu APEXu (98). Zatimco starsi
typy vyzadovaly kromé piidavku biotinu také piidavek H202, novéjsim modelim, jako
je zminované TurbolD a miniTurbolD, jiz postacuje pouze piidavek biotinu. Nasledné
lze vyuZit afinity biotinu ke streptavidinu a znacené proteiny tak pomoci néj izolovat
zlyzatu a pouzit kdalsim analyzam (102). Vtéto praci je pouzivana varianta
miniTurbolD. Ta disponuje oproti star§Sim modeltim znacné zvySenou rychlosti. Z 18
hodin potifebnych u experimentii s doménou BiolD byla nutnd reakéni doba pro
miniTurboID sniZena na 10 minut. Také byla sniZena potifebna koncentrace biotinu
(98).
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6 Hypotéza a cile prace

Hypotéza: Cinnost lidskych termindlnich uridylyltransferdz je regulovana
proteinovymi partnery.

Cil prace: identifikace proteinovych partnerti TUTaz

Dil¢i cile prace:
- Priprava expresnich konstrukti s TUT4 nebo TUT7 a doménou miniTurbolD
- Testy exprese v lidskych bunécénych liniich
- Biotinylacni testy
- Priprava stabilnich bunécnych linii
- Biotinyla¢ni experimenty s naslednou analyzou znacenych proteini MS
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/7 METODY

7.1 Plasmidy

7.1.1 Priprava konstruktu pcDNAS5 pro expresi TUT4 a TUT7

Pro expresi TUaz v lidskych bunkach jsme zvolili pcDNAS5. Jedna se o expresni vektor
pro lidské bunky s rezistenci k antibiotiku Ampicilin a Hygromycin B. Obsahuje také
klonovaci mistos fadou sekvenci rozpoznavanych restrik¢nimi enzymy. Vyskytuji se
zde dva promotory, ato CMV a T7.

Plasmidy pochazely z databaze RNA laboratore a staly se vychozimi konstrukty
pro mou experimentalni praci. Nize jsou vykresleny mapy plasmidi vyhotovené
pomoci programu Genious.

TUT4 in pcDNAS
10,118 bp

] @ 3ph(4)-laCDS
005'T

Obrazek 3 - mapa plasmidu V569 s TUT4
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3xFlag
H59

bla CDS

3,000

TUT7 in pcDNA with FLAG

9,644 bp

005

Obrazek 4 - mapa plasmidu V867 s TUT7

7.1.2 3xHA-miniTurbo-NSL_pCDNA3
3x HA-miniTurbo-NSL_pCDNA3 byl dan darem od Alice Ting (Addgene plasmid #

107172, http://n2t.net/addgene:107172, RRID:Addgene_107172).

3,500 3,750

2259
) %005 CMV enhancer

R D
AmpR ‘
AmpR promoter

CMV promoter

T7 promoter
<~ HA
“—HA

= HA
5

000

miniTurbo

v
N

2,000

=—lac promoter

g

SP6 promoter /
:"\\:\swo NLS

"R svao NLS
5V40 NLS

ot

00s !
SV40 promoter

Obrazek 5 - mapa plasmidu 3x HA-miniTurbo-NSL_pCDNA3
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Obsahuje rezistenci na Ampicilin. Dllezitym prvkem je zde miniTurbolD, které
zajistuje znaceni proteinti biotinylaci. (98) Tento vektor se stal mym druhym vychozim
konstruktem.

7.1.3 Primery

Veskeré pouZzivané roztoky primeri byly 10 uM.

Tabulka 1 tvofi prehled primerli pouZzivanych pti amplifikaci genu pro
miniTurboIlD pomoci PCR. Tyto primery jsou navrZeny tak, aby na oba konce
amplikonu pridavaly restrik¢ni misto Notl, které byla pozdéji pouzito pro ligaci do
plasmidu pcDNA5 s TUT4/7.

V préci uzivané primery pouZzivané béhem experimentd pochazi od firmy Eurofins
Scientific.

7.1.4 Markery pro gelovou elektroforézu

V této praci jsou pouzivany markery pro gelovou elektroforézu 1 kb a 100 bp, oba od
spolecnosti Applichem.

7.2 Priprava insertu — miniTurbolD

7.2.1 Namnozeni vektoru a jeho izolace

JelikoZ byl vektor dodan ve formé kultury s bakteriemi E.coli obsahujicimi tento vektor,
bylo nejprve nutné preockovat kulturu na Petriho misky s LB (dle Luria-Bertani)
agarem a Ampicilinem, aby bylo mozno ziskat jednotlivé kolonie a z nich vyizolovat
DNA.

1. Spi¢kou pipety bylo odebrano malé mnoZstvi kultury ze zasobni lahvi¢ky a kiZo-
vym roztérem byla nanesena na Petriho misku LB s agarem a Ampicilinem.

2. Staticka kultivace probihala na 37 °C pres noc.

3. Po kultivaci byly pripraveny 50 ml uzaviratelné falkony o objemu 50 ml, kam bylo
napipetovano 5 ml LB média a 5 pul Ampicilinu o koncentraci 50 mg/ml (Appli-
Chem, Némecko).

4. Spickou pipety byly nasledné sbirany jednotlivé kolonie, a i se $pi¢kou jednotlivé
vloZeny do pripravenych zkumavek s LB médiem a Ampicilinem.

5. Probéhla druha kultivace za stalého trepani pri 37 °C pres noc.

Po kultivaci nasledovala izolace DNA z bunék.
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7.2.2 Izolace plasmidové DNA

Izolace plasmidové DNA z bakterialnich bunék po kultivaci v tekutém LB médiu byla
provedena pomoci GenElute™ Plasmid Miniprep Kit (Sigma - Aldrich s.r.o., USA).
Principem je lyze bunék, denaturace DNA - i plazmidové, i genomové - nasledna
renaturace pouze plazmidové DNA, ociSténi od proteing, lipidl a soli.

1. Bylo sto¢eno 1200 pl bunék pri 13 000 g po dobu 1 minuty. Supernatant byl odlit.

2. K peletu bylo ptidano 200 ul pufru s obsahem RNaz. Roztok byl vortexovan do
uplného rozmichani peletu.

Pufr byl slozen z 50mM Tris.Cl s pH=8, 10mM EDTA a RNaz o koncentraci 100
ug/ml.

3. Dale bylo ptidano 200 pl lyzacniho roztok, smés byla jemné promichana a pone-
chana 3 minuty stat. DoSlo k lyzi bunék.

4. Bylo ptidano 350 ul neutraliza¢niho roztoku, doslo k vysrazeni DNA a protein.

5. Smés byla stoc¢ena pii 13 000 g po dobu 15 minut. Plasmidova DNA ziistava v so-
lubilni ¢asti supernatantu.

6. Zbyla tekutina byla prepipetovana do kolonky pro precisténi.

7. Kolonka byla stoc¢ena pii 13 000 g po dobu 1 minuty. Stoceny roztok byl odlit.

8. Bylo pridano 500 pl dopliikového Cisticiho roztoku. Kolonka byla stocena pri
13 000 g po dobu 1 minuty. Supernatant byl odlit.

9. Dale bylo pridano 750 pl ¢isticiho roztoku. Opét byla kolonka stocena pii 13 000 g
po dobu 1 minuty. Po odliti supernatantu byla kolonka stocena jesté jednou bez
pridani dalsich roztoki, aby doslo ke stoceni zbytkovych roztokt v kolonce.

10. Kolonka byla premisténa do Cisté zkumavky a pro eluci bylo ptiddno 50 pl vody
o teploté 50 °C.
11. Kolonka byla stoc¢ena pti 13 000 g po dobu 1 minuty.

Kontrolni méreni koncentrace bylo provedeno pomoci spektrofometru Eppendorf
BioSpectrometer Fluorescenc (Sigma - Aldrich s.r.o0.).

Vyizolovana DNA byla také poslana na sekvenaci do firmy SeqMe, aby byla ovéfena
spravnost sekvence miniTurbolD, se kterou se bude dale pracovat. Sekvenacni smés se
sklada z 500 ng plasmidové DNA, dale 25 pmol kaZzdého primeru a roztok se dopliuje
do 10 pl vodou. Plasmid je pak osekvenovan dle zvolené metody. Pro tuto praci bylo
vyuzivano Sangerova metoda.

7.2.3 Design primeru

Primery jsou kratké useky DNA, tzv. oligonukleotidy, vyuZivané pti replikaci DNA nebo
sekvenaci. Jejich délka se pohybuje mezi 18 a 30 nukleotidy, pricemZ je vhodné volit
takové délky a zastoupeni jednotlivych nukleotidd, aby si byly hybridizacni teploty co
nejblizsi. Zatimco GC pary teplotu zvySuji, AT pary ji mohou o néco sniZzit.
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K restrikénimu mistu navic priddvame nékolik nukleotidi navic pro efektivni pozdé;jsi
Stépeni.

7.2.4 PCR miniTurbolD

Metoda PCR, z anglického polymerase chain reaction, je metoda, diky niz lze zmnoZit
vybrané useky DNA za pomoci primert. Vramci metody dochazi k denaturaci
dvouvlaknové DNA pri 94 °C-98 °C dle zvolené polymerazy a nasledném nasedani
téchto primerii na nespecifické misto dle komplementarity za jejich hybridiza¢ni
teploty. SlouZi jako pocatek pro syntézu komplementarniho vlakna DNA polymerazou.
Zdvojené vlakno se od sebe opét oddéli, dojde k nasednuti primeri a syntéze
komplementarniho vlakna. Dosahneme tak zmnoZeni vybraného useku, a to v poctu 27,
kde n je pocet opakovani. Diky primertim lze také konce, na které nasedaji, modifikovat
- napriklad na né pridat restrik¢éni misto.

Pro klonovani do vybranych vektori s TUTazami bylo nutné nejprve ziskat
samotné miniTurbo z plasmidu, ktery ho obsahoval. Toho bylo docileno pravé pomoci
metody PCR a vhodnych primer.

Tabulka 1 - prehled primeri pro amplifikaci genu miniTurbolID pomoci PCR

Nazev Sekvence

TUT4_Notl_fwd TTGCGGCCGCAATCCCGCTGCTGAA
TUT4_Notl_rev_3 TTGCGGCCGCAACCTTTTCGGCAGACCG
TUT7_Notl_fwd TTGCGGCCGCATCCCGCTGCTGAA
TUT7_Notl_rev TTGCGGCCGCACTTTTCGGCAGAC

Zaroven témito primery bylo na 3° a 5" konec genu miniTurbolD ptidano
restrik¢ni misto Notl, pomoci kterého bude miniTurbolD nasledné ligovano.

Pro reakci byla pouZita iProof™ High-Fidelity polymeraza o koncentraci 2U/pl
s prislusSnym pufrem (BioRad, USA). Tato polymeraza byla zvolena pro svoji vysokou
rychlost a nizkou chybovost, coZ jsou velmi Zadouci vlastnosti v pripadé, Ze se
s namnoZenym usekem DNA bude dale pracovat. Do reakéni smési byla dale pridana
templatova DNA, primery, dNTP a H20 do celkového objemu 20 pl dle rozpisu v tabulce
niZe. Reakce pak probihala v termocyklerech C1000 (BioRad, USA). Jednotlivé kroky
reakce byly nastaveny dle protokolu pro pouziti iProof polymerdzy a dle potieb uzitych
primerd (Tabulka 1). Vyslednym produktem je miniTurbolD o délce 770 bp
s restrikénimi misty Notl na obou koncich.
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Tabulka 2 - sloZeni jedné PCR reakce

Latka Mnoistvi
templatova DNA 35,6 ng
iProof polymeraza 0,4U
iProof pol. pufr 4 ul
dNTP 20uM 0,4 ul
primer TUT4_Notl fwd 0,5 ul
primer TUT4_Notl_rev_3 0,5 ul
H20 13,4 pl
Celkovy objem reakce 20 ul

Reakce nasledné probéhla v termocykleru za téchto podminek:

Tabulka 3 - podminky pro miniTurbolID pripravované pro ligaci s vektorem obsahujici TUT4

Krok Teplota (°C) Cas Pocet cyklt
Iniciace denaturace 98 30s 1
Denaturace 98 10s

Nasedani primer( 68 30s 29
Elongace 72 30s

Konecnd extenze 72 5 min. 1

Tabulka 4 - podminky pro miniTurbolID pripravované pro ligaci s vektorem obsahujici TUT7

Krok Teplota (°C) Cas Pocet cyklt

Iniciace denaturace 98 30s 1

Denaturace 98 10s

Nasedani primer( 65 30s 29

Elongace 72 30s

Konecéna extenze 72 5 min. 1
7.2.5 Gelova elektroforéza

Ovérovacim krokem po PCR byla gelova elektroforéza na agarézovém gelu, kdy byla
zjiStovana uspésnost PCR a velikost produktu.
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7.2.6

. Byl pripraven roztok agarézy (Sigma - Aldrich s.r.0.) z 1 g agarézy a 100 ml TBE

pufru o vysledné koncentraci 1 %.

. Tento roztok byl zahfivan v mikrovinné troubé po dobu cca 2 minut, dokud se

agardza plné nerozpustila v pufru.

. Mezitim byla pripravena forma na gel.
. Roztok byl nalit do formy, nasledné bylo ptriddno 7 ul SYBR-SAFE (Invitrogen) a

vloZen hrebinek tvorici jamky pro vzorky.

. Poté byl rozmraZen 100bp marker a 6x koncentrovany nanaseci pufr.
. 20 pl PCR produktu bylo smichan s 3,4 ul nanaSecim pufrem, pomoci néhoz byly

vzorky aplikovany na gel.

. Po ztuhnuti byl gel vloZen do elektroforézové vany, prelit TBE pufrem a byl vy-

jmut hiebinek.

. Do jamek bylo napipetovano 5 pl markeru a cely objem PCR produktu s nanase-

cim pufrem.

. Elektroforéza probihala pri 90 V.

Izolace DNA z gelu

Elektroforézou byla ovérena spravna velikost PCR produktu a pro dalsi kroky bylo
nutné DNA z gelu vyizolovat. Na to byl pouZit MinElute Gel Purification Kit (Qiagen).
DNA byla eluovana do 20 p H20.

1
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. DNA byla vyfiznuta z gelu a zvaZena na analytickych vahach.
2.

Ke gelu bylo piiddano adekvatni mnozstvi QG pufru dle vahy vzorku. Objem pufru
je v ul 3trojnasobek hmotnosti v miligramech - tedy na 100 mg pripada 300 pl
pufru.

. Gel v pufru byl zahtivan na 50 °C po dobu 10 minut a pravidelné vortexovan.
. Bylo pridano adekvatni mnozstvi isopropylalkoholu, opét dle vdhy vzorku. Objem

v pl se rovna hmotnosti vzorku v miligramech.

. Roztok byl prepipetovan na ptipravené kolonky.

. Roztok byl stocen pti 13000 g, po dobu 1 minuty.

. Stoceny roztok byl vylit a na kolonku bylo napipetovano 750 pl PE pufru.
. Roztok byl stocen pti 13000 rg, po dobu 1 minuty.

. Stoceny roztok byl vylit a stoceni probéhlo na sucho jesté jednou.

10.
. Bylo napipetovano 20 pl H20.
12.

Kolonka byla premisténa do Cisté zkumavky.

Roztok byl sto¢en pti 13000 g, po dobu 1 minuty.
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7.2.7 Restrikéni Stepeni miniTurbolD

Restrikéni Stépeni je béZné uzivana metoda molekularni biologie. Vyuziva specifické
enzymy - restrikéni endonukleazy - které jsou schopné rozpoznat urcité sekvence
DNA a Stépit ji.

vyizolovany PCR produkt nasStépit restrikénim enzymem. Notl se fadi mezi Fast Digest
enzymy, které se vyznacuji vysokou rychlosti stépeni. Jako pufr byl pro reakce pouzit
10x Fast Digest Buffer (ThermoFisher Scientific), ktery je kompatibilni s vétSinou
restrik¢nich enzymi, véetné Notl (ThermoFisher Scientific).

Tabulka 5 - sloZeni jedné stépici reakce

Latka Mnozstvi
PCR produkt 606 ng
Notl 1 ul

Fast Digest Buffer 3ul

H20 23 ul
Celkovy objem 30 pl

Reakce probihala pti 37 °C po dobu 60 minut.

Produkt Stépeni byl zkontrolovan pomoci gelové elektroforézy pri 1 %
koncentraci gelu. Nasledné byla DNA z gelu vyizolovana a eluce probéhla do 50 pl H20.

Koncentrace této DNA byla poté ovérena spektrofotometricky a srovnanim na
gelu s markerem.

Takto pripraveny fragment byl pouzit do ligace s vektory s TUTazami.

7.3 Pfiprava vektorU

7.3.1 Transformace vektoru

Expresni vektory sTUTazami byly nejprve namnoZeny pomoci bakterialni
transformace. Transformace je metoda vyuzivajici kompetentnost bakterialnich bunék
prijimat cizi DNA - tedy DNA, kterou chceme namnozit. Builkky po rozmraZeni
vystavime vySsi teplot€, pri které se stane jejich membrana prostupna pro cizi vektor.
Naslednou regeneraci se vitalita bunék obnovi a funguji dal.

1. Naledu bylo rozmraZeno 50 pl kompetentnich bakterialnich bunék E. Coli TOP10.
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AW

10.

7.3.2

. K25 pl buiikkdm byl ptridan 1 pl daného vektoru. V pripadé V569 to bylo 200 ng a

v pripadé V867 611 ng. Takto vytvorena smés se inkubovala 15 minut na ledu.

. Nasledoval tepelny Sok na 42 °C po dobu 45 s, tzv. tepelny Sok.
. Buniky byly 2 minuty chlazeny na ledu. Poté bylo pridano 500l LB média.
. Buniky s médiem pak byly inkubovany pri 37 °C, kde regenerovaly po dobu 1 ho-

diny.

. Mezitim byly pripraveny LB misky s agarem a Ampicilinem.
. Po ubéhnuti jedné hodiny bylo napipetovano 50ul bunék v LB médiu na misku a

rovnomérneé rozprostreno po misce pomoci kuli¢ek. Zbytek bunék poté byly sto-
¢eny pri 13000 g po dobu jedné minuty, byl odlit supernatant a ve zbylych cca
70ul byl rozpipetovan vytvoreny pelet. Ten byl rozetren na druhou misku.

. Kultivace probihala pti 37 °C po dobu asi 16 hodin.
. Po transformaci byly vybrané kolonie zaockovany do 5 ml tekutého LB média

s 5pul Ampicilinu o koncentraci 50 mg/ml a namnoZeny pti 37 °C pres noc.
Po namnoZeni byla DNA izolovana pomoci GenElute™ Plasmid Miniprep Kit a kon-
centrace byla zmérenaspektrofometricky.

v s v

Restrikéni stépeni vektort

Aby mohlo byt miniTurbolD uspésné zaligovano do vybranych vektorli, musi byt i
vektory naStépeny stejnym restrikénim enzymem. JelikoZ se jedna o ligaci, kde se
vyuziva pouze jedno restrik¢ni misto, je nutné na konci Stépici reakce pridat alkalickou
fosfatazu, ktera defosforyluje Stépené konce a zajisti, Ze se nezcirkularizuji.
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Tabulka 6 - sloZeni jedné stépici reakce pro TUT4 konstrukt

Latka Mnozstvi
Vektor V569 704,8 ng
Notl 1ul

Fast Digest Buffer 3ul

H20 24 pl
Celkovy objem 30 ul
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Tabulka 7 - sloZeni jedné Stépici reakce pro TUT7 konstrukt

Latka Mnoistvi
Vektor V867 695,7 ng
Notl 1l

Fast Digest Buffer 3ul

H20 24,5 pl
Celkovy objem 30 pl

Reakce probihala pri teploté 37 °C po dobu 1 hodiny. Po uplynuti této doby byla do
reakcni smési pridana alkalicka fosfataza FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase
(ThermoFisher Scientific). Za stejné teploty probihala reakce jeSté nasledujicich 15
minut. Poté byla alkalicka fosfataza inhibovana 5 minutami na 75 °C.

Produkt reakce byl nasledné ovéren gelovou elektroforézou na 0,8 % agar6zovém
gelu. Elektroforéza probihala pri 85 V.

Vektory byly z gelu vyizolovany pomoci kitu MinElute Gel Extraction Kit (Qiagen).
Eluce probéhla do 50 ul ddH20 a koncentrace byla ovérena spektrofotometricky.

Kromé ovéreni koncentrace probéhla navic kontrolni bakteriadlni transformace,
ktera vyuZila predpokladu, Ze nastépené vektory nejsou schopny transformace a tudiz
nenarostou. 3 pl izolované DNA, které v pripadé V569 odpovidaly 1057,2 ng a
v pripadé V867 1391,4 ng, byly tedy transformovany v 50 ul kompetentnich bunék, za
uziti 600 pl LB média. 50 ul bylo pak naneseno na Petriho misky s LB agarem a
Ampicilinem. Sledovan byl pocet narostlych kolonii.

7.4 Ligace

Liga¢ni reakce byla nami chana dle rozpisu v Tabulce 8. T4 DNA ligaza o koncentraci
400 000 U/ml i prislusny pufr pochazi z firmy NEB.

Tabulka 8 - sloZeni liga¢ni reakce o objemu 10pl

Latka Smés TUT4 pomér 1:3 Smés TUT4 pomér 1:6 smes TUT7
konstrukt

vektor 50 ng 50 ng 70,5 ng

miniTurbolD 11ng 22 ng 27 ng

T4 DNA Ligase 400 U 400 U 400 U

T4 DNA ligase buffer 1l 1l 1l

H20 3,6 ul 2,9 ul ol

Celkovy objem 10 ul 10 ul 10 ul ‘
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Reakce probihala pti 16 °C pres noc. 3 pl liga¢ni smési byly nasledné transofmrovany
do 50ul kompetentnich bunék Top10 E.coli. Bylo pouZito 600 pl LB média a na
Petriho misky s LB agarem a Ampicilinem bylo naneseno 50 pl. Kultivace probihala
staticky pfti 37 °C pres noc.

7.4.1 Screening bakterialnich kolonii pomoci PCR

Vybrané kolonie byly z misky preneseny do 30 pl sterilni vody.

Ze suspenze kazdé z kolonii byl také odebran vzdy 1 pl a prenesen na Petriho
misky s LB agarem a Ampicilinem. Tyto misky byly staticky kultivovany pti 37 °C pres
noc a slouzily jako zalozni kultury.

Ze zbylé suspenze byly pak provadén kontrolni screening kolonii pomoci PCR.
Tato metoda je velmi podobna klasické PCR, templatova DNA je vSak ze zminiované
suspenze. Reakéni smés obsahuje DNA, primery, dNTP, polymerazu a jeji prislusny
pufr a vodu. Primery opét za specifické teploty nasedaji na vldkna DNA, kde
napomahaji DNA polymeraze ksyntéze komplementarniho vlakna. Pomoci této
metody lze selektovat pozitivni kolonie, ve kterych se nachazi spravné zaligovany
konstrukt.

BohuZel ani po mnoha optimalizujicich krocich nebyly nalezeny vhodné
podminKky pro uspésny priibéh reakce a dosazeni kyZenych vysledki.

Proto byl 1 pl od kazdé bunécné suspenze piiddn do 5 ml LB média s5 pl
Ampicilinu o koncentraci 50mg/ml a opét kultivovan za stalého trepani pri 37 °C pres
noc, aby mohl byt poté izolovan GenElute™ Plasmid Miniprep Kit a poslan na
sekvenaci do firmy SeqMe, kde byla ovéfena pritomnost, orientace i spravnost
sekvence miniTurbolD. K sekvenaci byly pouZity nasledujici primery v Tabulkach 10
all.
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71.4.2

Tabulka 9 - primery pouzivané pro sekvenaci TUT4 konstruktu

Nazev Sekvence

CMV_fwd CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG
hsZz11 SeqR1 GGCAGCATTTACTTTACATG
miniTurbo seq primer_fwd AATAGACCCGTGAAGCTGAT
miniTurbo seq primer_rev TGATATTCTGCAATGCAAGCAT
hsz11_SeqR1 GGCAGCATTTACTTTACATG
Z11_SeqFl1 TCGAGATCAAAGTCATTGC
Z11_SeqF2 TTGACACCTGAGCAGAGGC
Z11_SeqF3 AGTTCCTGTTGTGGTGTGC

Z11 SeqF4 TGGAGGAATATGTCATATG
Z11_SeqF5 CTGCTACCTCTTGCAACTGC
Z11_SeqF6 CTATAACTACTGCCAAAGTGC
Z11_SeqF7 TGGCAGAGAAGCTGAGTAC
Z11 SeqF8 TGATCCCAGCATCATCTTTGC
TUT7 seq C ATGATTCCCTCTGATGAAGAG
BGH reverse TAGAAGGCACAGTCGAGG

Tabulka 10 - primery pouzivané pii sekvenaci TUT7 konstruktu

Nazev Sekvence

CMV_fwd CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG
hsZ11 SeqR1 GGCAGCATTTACTTTACATG
miniTurbo seq primer_fwd AATAGACCCGTGAAGCTGAT
miniTurbo seq primer_rev TGATATTCTGCAATGCAAGCAT
TUT7 seq fragla TGAATCCATTGCATTTGCCCA
TUT7 seq fraglb CATTGAAAAAGATGTTGTGAT
TUT7 seq C ATGATTCCCTCTGATGAAGAG
BGH reverse TAGAAGGCACAGTCGAGG

Midi-prep TUT7

Dalsi dil¢im krokem byla transfekce do bunécné linie Hek293T-Rex FIpIN (ddle
Hek293). Pro tu bylo vSak nutné ziskat DNA c¢istéjsi a ve vétsi koncentraci. Na to byla
vyuzita priprava MIDI-prepu z kolonii ze zaloZnich kultur, které byly pripraveny po
bakterialni transformaci ligace.
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10.

11.

12.

13.

14.

15

. Do Erlenmayerovy barky o objemu 250 ml bylo pfidano 50 ml LB média a 50 pl
Ampicilinu o koncentraci 50 mg/ml.

. Spi¢ka pipety byla jemné oti‘ena o bunéénou kolonii a vloZena do batiky se smési.

. Probéhla kultivace za stalého tirepani pti 37 °C ptes noc.

. Po kultivaci byl obsah banék prelit do 50 ml zkumavek a stoCen na centrifuze pri
rychlosti 3000 g, teploté 4 °C po dobu 30 minut.

. Supernatant byl odlit a sto¢ené buniky byly rozpipetovany v 8 ml S1 resuspendac-
niho pufru.

. Bylo pridano 8 ml S2 pufru, ¢imz se docilila lyze bunék. Smés byla inkubovana 3
minuty pti laboratorni teploté.

. Bylo pridano 8 ml S3 pufru, ktery neutralizoval reakci a zastavil lyzu bunék. In-
kubace probihala 5 minut pfti 4 °C. Nasledovala centrifugace pri 12000 g, teploté
4 °C po dobu 10 minut.

. BEhem centrifugace byla pfipravena aparatura s nalevkou s filtracnim papirem,
pod ni byla umisténa kolona, do které bylo pridano 2,5 ml N2 pufru. Ten prokapal
kolonou do pripravené kadinky na odpad.

. Supernatant byl nalit na nalevku s filtra¢nim papirem a ponechana k prokapani

pres kolonu, na které se zachytila izolovana DNA.

Po prokapani veskeré tekutiny bylo do kolony pridano 12 ml N3 pufru, ktery

slouZi jako Cistici. Ten byl také ponechan k prokapani do kadinky.

Pod kolonu byla umisténa 15 ml zkumavka a do kolony poté bylo pridano 5 ml

elu¢niho N5 pufru vyhiatého na 55 °C. Opét se vyckalo, nez cely objem pufru od-

kape do pripravené zkumavky, kam se s nim dostala i izolovana DNA.

Bylo pridano 3, ml isopropanolu, vzorek byl zvortexovan a sto¢en na centrifuze

pti 15000 g, teploté 4 °C po dobu 30 minut. Vznikly supernatant byl odpipetovan.

Nasledné byly pridany 2 ml 70 % ethanolu a vzorek byl opét centrifugovan pfri

15000 g, pri teploté 22 °C po dobu 10 minut. Supernatant byl odpipetovan.

Zkumavka byla vloZena mezi papirové utérky a ponechana ve vyschnuti zbylého

ethanolu. Poté byla DNA rozpusténa v 50 pul vody.

. Na 10 x zfedéném vzorku byla fotometricky ovérena koncentrace.

7.4.3 Tranzientni transfekce TUT7

Pomoci tranzientni transfekce mohla byt ovérena funkcnost konstruktu a moZnost
indukce exprese TUTaz. JelikoZ byl konstrukt s TUT7 hotov dfive nez TUT4, byly na
ném testy exprese provedeny separatné.

Na rozdil od transfekce na stabilni linie zde neni konstrukt vkladan do genomu,

ale pouze do bunky. Pripraveny konstrukt byl tedy transfekovan do bunék Hek293 a
indukovan doxycyklinem dle nasledujiciho postupu.

1
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. Byly pripraveny bunikky Hek293 s konfluenci zhruba 70 % v 2 ml DMEM média.
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2. Byla vytvorena smés obsahujici 1,5 pg konstruktu, dale 3 pl Turbofect reagentu,
ktery zajisti obaleni DNA a jeji endocytézu. Posledni slozkou je 300 ul DMEM mé-
dia.

3. Takto pripravend smés je nasledné zvortexovana po dobu 15 vtefin a ponechana
pri pokojové teploté 15 minut.

4. Po uplynuti této doby je smés pridana na misku s pfipravenymi burikami.

5. Byl pridan doxycyklin (AppliChem, Némecko) v konec¢né koncentraci 200 pg/ml,
coZ odpovidalo 0,45 pl roztoku s koncentraci 1 mg/ml.

6. Inkubace probihala po dobu 24 h pti 37 °C.

7. Po inkubaci bylo médium odsato a buiiky promyty 1 ml PBS vyhiatého na 37 °C,
které odstranuje zbytky média. To bylo také odsato.

8. Nasledné probéhl sbér bunék do 700 pl studeného PBS o teploté 4 °C do nové
zkumavky.

9. Zkumavka s bunikami byla stoc¢ena pfti 4 °C piti 200 g po dobu 7 minut.

10. Vznikly supernatant byl odsat a pelet byl uchovavan na ledu.

7.4.4 Priprava proteinového lyzatu pro SDS-PAGE z kultury lidskych
bunék

11. 2,3 ml kultury Hek293 bylo sklizeno do 700 ul PBS o teploté 4 °C.

12. Pro lyzi bylo piidano 135 ul lyza¢niho pufru (100 mM NacCl, 1 % Triton-Xa 50 mM
TRIS o pH = 7,4) a 15 pl miniComplete roztoku (Roche Life Sciences Products),
ktery funguje jako inhibitor proteaz. Smés byla rozmichana a inkubovana 30 mi-
nut na ledu.

13. Nasledné byly odstranény nesolubilni frakce centrifugaci pti 4 °C a 11 000 g po
dobu 10 minut. Supernatant, ve kterém se nachazi proteiny byl prenesen do cisté
zkumavky.

14. Koncentrace byla zmérena metodou podle Bradfordové. Rovnice pro vypocet
koncentrace z absorbance byla stanovena kalibra¢ni fadou roztokli BSA: y =
0,0573x +0,1.

7.4.5 SDS-PAGE

Protoze se v ziskaném roztoku nachazi vice proteini, je tfeba protein zajmu odlisit.
K tomu byla vyuzita proteinova elektroforéza, SDS-PAGE, kde byly jednotlivé proteiny
separovany dle velikosti. Princip je stejny jako pri elektroforéze DNA. Rozdilem je, Ze
v pripadé proteinli se vyuziva SDS pufru, ktery, kromé denaturace také obali riizné
nabité proteiny zaporné nabitym obalem. Eliminuje se tak riziko rozdéleni podle
naboje a zajisti, Ze se budou proteiny délit predevSim dle velikosti. Gel pro tento typ
elektroforézy je polyakrylamidovy a ma dvé c¢asti o riznych koncentracich. Horni
nanaSeci ¢ast ma niz8i koncentraci, spodni rozdélovaci ¢ast vyssi.
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1. Byl pripraven separacni gel o0 9 % koncentraci a nalit do pripravené formy. NeZ
dojde k zatuhnuti byl prelit isopropylalkoholem.
2. Po zatuhnuti byl pripraven nanaseci gel o 5 % koncentraci, ktery byl po odliti is-
opropanolu nalit na spodni gel. Byl pfidan hiebinek.
. Po zatuhnuti mohl byt hfebinek vyjmut a gel byl prelit SDS pufrem.
4. Ke vzorkiim byl ptridan 4x SDS nanaseci pufr (AppliChem, Némecko), aby byl vzo-
rek obarven a snaze klesl ke dnu jamky. Nasledné byly pipetovany na gel.

w

Samotnda elektroforéza nasledné probihala pii 120 V po dobu 2 hodin. Byl pouzit
Protein Marker VI (Applichem).

7.4.6 Western Blot

Poté byly rozdélené proteiny metodou wet blot preneseny z gelu na PVDF membranu,
kde dale probihd interakce s protilatkami. Pro preneseni bylo nutné sestavit
sandwichovou aparaturu. Pifed sestavenim aparatury byla membrana aktivovana ve
100% methanolu, nasledné oplachnuta vodou promyta v Towbin pufru (25mM Tris,
192mM glycin, 20 % methanol, pH=8,6).

7.4.6.1 Sestaveni sandwichové aparatury

Sandwichova aparatura sestava z gell s proteiny, filtra¢niho papiru, PVDF membrany
a houbicek. Prvni vrstvu tvori houba namocena v Towbin pufru, na kterou je poloZen
filtra¢ni papir, nasleduje PVDF membrana a gel. Z druhé strany gelu je dan dalsi
filtracni papir, a nakonec druha houba namocena v Towbin pufru. Cely sandwich byl
poté uzavien v aparatuie XCell SureLock Mini-Cell and XCell II Blot Module
(Invitrogen). Transfer probihal ptes noc pti 20 V.

7.46.2 Blokovani

Vzhledem k tomu, Ze by se na membranu mohly nespecificky vazat protilatky, bylo
nejprve zapotiebi zablokovat ji mlékem. K tomu byl pouZit 5 % roztok mléka v PBS-T,
kdy ke kazdé ¢asti membrany bylo pridano 5 ml roztoku. Za stalého otaceni tak byly
membrany blokovany 1 hodinu pti laboratorni teploté.

7.4.6.3 Inkubace s primarnimi protilatkami

Nasledné prisla na radu primarni protilatka. Byla pouZita specifickd protilatka pro
TUT7 a diky pritomnost FLAG sekvence v konstruktu bylo mozné pouzit i protilatku na
FLAG. Kontrolni latkou byl tubulin, ktery byl zvolen pro svoji stabilni expresi v burice.
Membrana byla tedy rozdélena na tri ¢asti, kazda ¢ast pro jednu protilatku. Prehled
protilatek, jejich ptivodct, fedéni a vyrobct je zapsan v tabulce nize. Pivodce primarni
protilatky je nasledné duleZzity pro vybér sekundarni protilatky.
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Tabulka 11 - prehled primarnich protilatek, jejich piivodci a vyrobcu

Protilatka Redici pomér Pdvodce Vyrobce

o—TUT4 1:5000 koza Imgenex

o—TUT7 1:1000 kralik Sigma — Aldrich s.r.o.
o—TUB 1:5000 mys Sigma — Aldrich s.r.o.
o—HA 1:1000 kralik Santa Cruz Biotechnology
Streptavidin —HRP  1:10000 ThermoFisher

o — Flag 1:2500 mys Sigma — Aldrich s.r.o.

1. Ke kazdé ¢asti membrany bylo pridano 5 ml mléka s prislusnou protilatkou.
2. Inkubace probihala za stalého otaceni 2 hodiny pfi laboratorni teploté.
7.4.6.4 Promyvani

3. Membrany byly omyty PBS - T roztokem s koncentraci Tweenu 0,05 mM, 3x vidy
po dobu 10 minut. Po 10 minutach byl roztok vZdy vymeénén.

7.4.6.5 Inkubace se sekundarnimi protilatkami
4. Membrany byly dany do nového mléka s prislusnou sekundarni protilatkou.

5. Inkubace probihala za stalého otaceni 1 hodinu pti laboratorni teploté.

Tabulka 12 - pi‘ehled ptuvodci sekundarnich protilatek, jejich Fedéni a vyrobct

Pavodce sekundarni

protilatky Redici pomér  Vyrobce
kralik 1:3000 Promega Corporation
mys 1:5000 Promega Corporation
koza 1:5000 Santa Cruz Biotechnology
7.4.6.6 Promyvani

6. Membrany byly opét omyty PBS - T roztokem 3x po dobu 10 minut.

Pro vizualizaci byly membrany inkubovany s Pierce ECL Western Blotting Substrate
(ThermoFisher) a signal byl detekovan na film (Cytiva).
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7.5 Test biotinylaCni aktivity

Po dokonceni obou konstrukttli byla provedena tranzientni transfekce do pripravenych
Hek293 bunék dle stejného protokolu jako pri tranzientni transfekci TUT7. Doxycyklin
byl vSak pridan do polovi¢ni koncentrace, tedy 100 pg/ml.

1. Byl vytvoren MasterMix pro 3 plasmidy, sestavajici z 37,5 pl Turbofect reagentu
a 3750 ul media bez FBS. Ten byl nasledné rozpipetovan na tietiny.

2. Do kazdé tretiny bylo pridano 6,3 ug plasmidové DNA.

. Kazda tretina byla rozpipetovana do 4 jamek na six-wellu.

4. Do tri jamek z kazdé ¢tverice bylo pridano odpovidajici mnozsvi doxycyklinu - 1
ul doxycyklinu na 1 ml DMEM média. Kone¢na koncentrace odpovidala 100
ug/ml.

5. Kultivace probihala staticky pti 37 °C po dobu 12 hodin.

6. Po uplynuti této doby byl do kazdé jamky pridan biotin do finalni koncentrace
50 uM a buniky byly sklizeny po 5, 10 a 20 minutach do 1ml studeného PBS.

7. Nasledovalo méreni koncentrace dle Bradfordové s rovnici pro vypocet koncen-
tracey = 0,0573x+0,1.

w

751 SDS-PAGE a western blot

Pro proteinovou elektroforézu byl vyuzit komerc¢ni gradientovy gel (Invitrogen). Byly
pripraveny 2 gely. Jeden se vzorky obsahujicimi 10 pg proteinu pro testy biotinylace,
druhy obsahujici 20 pg proteinu pro testy specifickymi protilatkami. Pfed nanesenim
byly vzorky smichdny s 4x SDS nandSecim pufrem. Pro 10 pg bylo nanaseno 6,5 pl, pro
20 pg bylo nanaseno 13 pl. Elektroforéza probihala pti 120 V po dobu 2 hodin. Poté
byly proteiny preneseny na PVDF membranu opét metodou wet blot, ktera byla
nasledné blokovana ve 20 ml 5 % mléka po dobu 1 hodiny a vystavena ptsobeni
specifické primarni protilatky a nasledné sekundarni protilatky. K vyvolani vzorki
TUT4, TUT7 a tubulinu byl k tomu pouZit set Pierce ECL Western Blotting Substrate
(ThermoFisher). Kvili problematickému vyvolavani protiladtky na 3xHA byl pro
vyvolani této Casti membrany vyuzit set Amersham ECL Western Blotting Detectin
Reagnet (Cytiva) vykazujici vyssi citlivost. Délky expozice Cinily 2, 5, 10 minuta 2 a 5
vterin.

7.5.2 Odstranéni protilatek z PVDF membrany

Na ¢ast 20 ug membrany s kontrolnim konstruktem byla kromé protilatky na 3xHA
aplikovana i protilatka na tubulin. ProtoZe jsou vSak velikostné velmi blizko sebe, bylo
nutné aplikovat protilatky postupné. Jak je popsano vySe, prvné byla aplikovana
protilatka na 3x HA. Po vyvolani musela byt tato ¢ast membrany stripovana - ociSténa
od protilatek pro aplikaci protilatky na tubulin. Byla tak promyta v PBS - T, stripovana
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ve stripovacim pufru (ThermoFisher) 15 minut, opét promyta 2x po dobu 5 minut v PBS
- T. Blokovani probihalo ve 20 ml 5 % mléka po dobu 1 hodiny pfi laboratorni teploté.
Odtamtud byla membrana presunuta do 5 ml 5 % mléka s primarni protilatkou na
tubulin, kde se za stalého otaceni inkubovala 1 hodinu p¥ilaboratorni teploté. Poté byla
opét promyta v PBS - T, a to 3x po 10 minutach. Nasledné byla dana do 5 ml 5 % mléka
se sekundarni protilatkou, kde byla inkubovana 1 hodinu pfi laboratorni teploté. Opét
byla promyta v PBS - T, 3x po 10 minutach a vyvolana na film za pouziti Pierce ECL
Western Blotting Substrate. Délky expozice ¢inily 1,2,5 minut a 10 vtefin.

Membrana s 20 pg proteinu byla po vyvolani také stripovana, aby mohla byt
pouzita pro opakovany pokus se Streptavidin - HRP. Membrana byla tedy 2x promyta
po 5 minutach v PBS a nasledné za stalého otaceni inkubovana 15 minut ve stripovacim
pufru. Poté byla opét 2x promyta v PBS. Blokovani probihalo v 20 ml 5 % BSA po dobu
1 hodiny pfri laboratorni teploté. Poté byla membrana ddna do 5 ml 5 % BSA s 0,5pl
Streptavidin - HRP, kde za stalého otaceni zlistala ptres noc pti 4°C. Druhy den byla
promyta PBS a vyvolana na film setem Pierce ECL Western Blotting Substrate. Délky
expozice ¢inily 5, 10 a 15 minut.

Stripovanim prosla také membrana s 10 pg. Bylo tfeba jesté ovérit expresi
miniTurboID pomoci protilatky na Flag-Taq, ktery je v konstruktech zabudovan.
Membrana tedy prosla stejnym stripovacim procesem jako vySe popsana cast
membrany pro tubulin. Byla blokovana mlékem, v primarni protilatce byla inkubovana
2 hodiny pfi laboratorni teploté, byla promyta v PBS - T, v sekundarni protilatce byla
inkubovdana 1 hodinu pii laboratorni teploté. Vyvolani probéhlo s uzitim setu
Amersham ECL Western Blotting Detectin Reagent, stejné jako u protilatky na 3x HA.
Délky expozice ¢inily 1, 3, 5 minut a 5, 10 a 30 vtefin.

Pro lepsi prehled je zde pripojeno schéma experimentd s membranami.

stripovani
. ————————> Streptavidin-HRP ——————  Flag-tag
10 ug membrana

specifické protilatky stripovani TUBULIN
—_—— . . .
TUT4, TUT7, TUB, 3xHA na ¢asti membrany s

20 ug membrana .
e kontrolnim konstruktem

stripovani
Flag-tag

Obrazek 6 - schéma experimenti s jednotlivymi membranami
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7.6 Priprava kontrolniho expresniho konstruktu

Aby mohla byt ovéfena biotinylace, je zapotiebi kontrolniho expresniho konstruktu,
kde se nachazi domény pro miniTurbolD, ale jiZ v ném neni sekvence TUTazy. Pro tyto
Ucely poslouzil vektor pcDNA5-FRT-TO-N-FPH z laboratorni databaze, V623, o velikosti
5250 bp, do kterého bylo klonovano miniTurbolD pres dvé restrikéni mista - BamHI a
Notl.

7.6.1 PCR miniTurbolD

Na oba konce miniTurba bylo opét nutné pridat vybrana restrikéni mista, cehoz bylo
dosazeno vhodnymi primery. Nastaveni thermocykleru je vypsano v tabulce niZe.
SoubéZné bylo pripraveno 6 stejnych reakci.

Tabulka 13 - primery pouZité pii amplifikaci genu pro miniTurbolID metodou PCR

Nazev Sekvence
miniTurbolD_BamHI_fwd TTGGATCCATCCCGCTGCTGAACG
TUT4_Notl_rev_3 TTGCGGCCGCAACCTTTTCGGCAGACCG

Tabulka 14 - sloZeni jedné PCR reakce

Latka Mnoizstvi
templatova DNA 35,6 ng
iProof polymeraza 0,4U
iProof pol. pufr 4 ul
dNTP 20uM 0,4 ul
miniTurbolD_BamHI_fwd 0,5 ul
primer TUT4_Notl_rev_3 0,5 ul
H20 13,4 pl
Celkovy objem reakce 20 ul
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Tabulka 15 - priibéh a parametry reakce

Krok Teplota (°C) Cas Pocet cyklG
Iniciace denaturace 98 30s 1
Denaturace 98 10s

Nasedani primeru 60 30s 29
Elongace 72 1 min.

Konecna extenze 72 5 min. 1

ZmnoZeni a délka amplifikonu byla nasledné ovérena gelovou elektroforézou na 1 %
agarézovém gelu, ktera probihala pfi 85 V. PouZzita na ni byla jedna reakce. Zbyly objem
byl purifikovan pomoci QIAquick PCR Purification Kitu.

7.6.2 Stépeni miniTurbolD

Po izolaci pomoci QIAquick PCR Purification Kitu byl amplifikon nastépen zvolenymi
restrik¢nimi enzymy.

Tabulka 16 - sloZeni jedné stépné reakce miniTurbolD

Latka Mnozstvi
PCR produkt 560,8 ng
BamHI 1ul

Notl 1l

Fast Digest Buffer 3 ul

H20 21 pl

Celkovy objem 30 ul

Reakce probihala ptri 37 °C po dobu 1 h. Velikost byla opét ovérena gelovou
elektrofrézou. PouZzit byl 1 % agaré6zovy gel, ktery jel 50 minut pfi 85 V.

Nastépena DNA byla nasledné izolovana z gelu za pouziti MinElute Gel Extraction
Kit, koncentrace byla zmérena spektrofotometricky. Takto pripraveny fragment bylo
mozno pouzit pro ligaci.

62



METODY

7.6.3 Stépeni pcDNA5-FRT-TO-N-FPH

Stejné jako fragment byl i vektor Stépen stejnymi restrikénimi enzymy BamHI a Notl.

Tabulka 17 - sloZeni jedné stépné reakce vektoru V623

Latka Mnoistvi
vektor V623 711 ng
BamHI 1ul

Notl 1l

Fast Digest Buffer 3 ul

H20 23,5 ul

Celkovy objem 30 ul

Stépeni probihalo pti 37 °C po dobu 1 h. Poté probéhla gelova elektroforéza na 1 %
gelu, ze kterého byl vektor vyrezan a izolovan MinElute Gel Purification Kitem.
Koncentrace byla opét zmérena fotometricky.

Pro potvrzeni velikosti i koncentraci byla provedena kontrolni gelova
elektroforéza na 1 % agar6zovém gelu, ktera probihala pti 85 V po dobu 50 minut. Byly
pipetovany 2 pl vektoru V623 vedle 2 a 5ul fragmentu miniTurbolD.

7.6.4 Ligace a kontrola ligace V623 a miniTurbolD

Po vypocteni vhodnych mnoZstvi DNA byly pipetovany dvé ligacni reakce - jedna o
poméru vektoru a fragmentu 1:3 a druha 1:6. Reakce probihala pti 16 °C pres noc.

Tabulka 18 - slozeni ligac¢nich reakci

Latka Pomér 1:3 Pomér 1:6
vektor 49,8 ng 49,8 ng
miniTurbolD 22 ng 43,5 ng
T4 DNA Ligase 400 U 400 U
T4 DNA ligase buffer 1l 1l
H20 3,18 ul 1,25 pl
Celkovy objem 10 pl 10 ul
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Po skonceni reakce byla reakce uchovavana pri teploté -20 °C. Poté byly 4 ul vzorku
transformovany do 50 pl bakteridlnich Top10 bunék. Bylo pridano 600 ul LB média.
Kultivace probihala staticky na LB agaru s Ampicilinem pri 37 °C pres noc.

Po kultivaci probéhla PCR vybranych kolonii, ktera odhalila pozitivni klony - tedy
klony se zaligovanym fragmentem. PouZity byly primery miniTurbo seq primer_fwd a
Hygro Rev5. Spi¢kou bylo odebrano malé mnoZstvi znarostlé kolonie a
rozpipetovano ve 30 pl H20. MasterMix byl vytvoren z 5 pl RedTaq mixu, 3,5 pl
H20, 0,25 pl od kazdého primeru a 1 ul suspenze transformovanych bunék.

Tabulka 19 - primery uzité pri PCR kolonii transformovanych s liga¢ni reakci

Nazev Sekvence
Hygro Rev5 CCAATGTCAAGCACTTCCGG
miniTurbo seq primer_fwd AATAGACCCGTGAAGCTGAT

Tti vybrani zastupci byli kultivovani v 5 ml LB média s 5 pl Ampicilinu o koncentraci
50 mg/ml pro naslednou izolaci DNA pomoci GenElute™ Plasmid Miniprep Kit. Dva
vzorky byly nasledné poslany na sekvenaci do firmy SeqMe s primery CMV_fwd a
miniTurbo seq primer_fwd, aby byla ovérena spravnost sekvence.

Tabulka 20 - primery uzité pii sekvenaci konstruktu

Nazev Sekvence
CMV_fwd CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG
miniTurbo seq primer_fwd AATAGACCCGTGAAGCTGAT
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8 VYSLEDKY

8.1 Priprava konstruktu pro expresi TUT4 a TUT7

8.1.1 miniTurbolD

Cilem klonovani bylo vloZeni domény pro biotinylaci s ndzvem miniTurboID do
plazmidového vektoru pcDNAS5, ktery obsahoval sekvenci proteinu TUT4 nebo TUT?7.
Klonovani u obou vektori bylo navrzeno s vyuzitim restrikéniho mista Notl, které bylo
také pridano na konce vkladaného fragmentu, aby byly pri ligaci kompatibilni. NizZe
jsou vyobrazeny mapy vyslednych vektort programem Genious.

9,000 9500

‘0

’ 5, CMV promoter
y 4

CDS
bla promoter

¢y ~multiple cloning site

/%/3)(”&9
A

aph(4)-la CDS = miniTurbo
Digestion of pcDNAS_FRT_TO with primers—___

|

DO' 1

ligation V569+TUT4+miniTurbo TUT4

10,897 bp

0)

6,500

ooy

o

000's 008'®

Obrazek 7 - mapa vektoru pcDNAS5 s vlozenou TUT4 a miniTurbolID
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SV40 poly(A) signal polyA signals,

s
S
aph(4)-la CDS~3-_ |

final ligation miniTurbo+pcDNAS FLAG + TUT7
10,424 bp

5,500

005

bGH poly(A) signal polyA signal””

multiple cloning site””.

st

000's

Obrazek 8 - mapa vektoru pcDNAS5 s vloZenou TUT7 a miniTurbolD

Podle této strategie byly taky navrzeny primery pro PCR. Vysledné fragmenty tak mély

velikost cca 770 part bazi (zkrdcené bp), ktera byla ovérena gelovou elektroforézou.
Zbyvajici vétsinovy objem byl izolovan pomoci PCR Purification Kitu (Quiagen).

NiZe je uvedena tabulka sfotometrickym mérenim koncentrace takto ziskaného

vzorku.

Tabulka 21 - pirehled koncentraci po amplifikaci genu miniTurboID metodou PCR

vzorek ¢ (ng/wl) A260/A280 A260/A230
miniTurbolD pro TUT4 202,01 1,73 2,17
miniTurbolD pro TUT7 184,03 1,73 2,18

Izolovana DNA byla dale Stépena Notl restrikénim enzymem, velikost se tak sniZila
pouze o jednotky bazi. Tato zména neni na gelu detekovatelnd, ovérovana byla tedy
opét velikost 770 part bazi, tedy velikost samotného miniTurbolD. Zaroven bylo
ovéreno, Ze ve fragmentu neni dalsi NotI misto, které by bylo Stépeno. Fragmenty byly
opét vyriznuty a izolovany. NiZe je opét uvedena tabulka se zmérenymi koncentracemi.

Takto pripraveny fragment mohl byt pouzit do ligace, jelikoZ bylo dosaZeno
dostate¢nych koncentraci DNA i jeji Cistoty, jak po PCR, tak po Stépeni. Kromé
spektrofotometrického ovéreni probéhlo navic ovéreni elektroforeticky, coZ nam

poskytlo jistotu pro dalsi pouZivani fragmentu.
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Tabulka 22 - piehled koncentraci po $tépeni amplifikonu miniTurbolID

vzorek ¢ (ng/ul) A260/A280 A260/A230
miniTurbolD pro TUT4 15,5 1,4 0,08
miniTurbolD pro TUT7 9 1,7 0,03

Plasmid V569 s TUT4 i plasmid V867 s TUT7 byly pripravovany stejnym postupem.
Oba plasmidy byly nejprve transformovany do bunék TOP10 E.Coli pro ziskani vétsiho
mnoZstvi. Po jejich izolaci byly zméreny spektrofotometricky vysledné koncentrace,
které jsou uvedeny v tabulce.

Tabulka 23 - prehled koncentraci plasmidii DNA izolované po bakterialni transformaci

vzorek ¢ (ng/ul) A260/A280 A260/A230
V569 352,4 2,3 1,8
V867 463,8 2,3 1,8

Nasledovalo stépeni Notl restrikénim enzymem, po kterém byla pouzita navic alkalicka
fosfataza, ktera defosforylovala Stépené konce a plasmid se tak nemohl
recirkularizovat. Pro ovéreni velikosti byla vyuzita gelova elektroforéza, kde
ocekavana velikost V569 byla 10122 parii bazi a V867 9648 part bazi. Elektroforézou
jsme zaroven ovérili, Ze se v plasmidu nachazi pouze jedno Notl misto. DNA fragmenty
byly opét vytiznuty a izolovany, koncentrace byla zmétena spektrofotometricky.

Tabulka 24 - pirehled koncentraci plasmidu po $tépici reakci

vzorek c (ng/wl) A260/A280 A260/A230
V569 13,23 2,1 0,03
V867 14,1 1,4 0,05

8.2 Ovéfeni a ligace miniTurbolD a plasmidu

Pro porovnani mérenych koncentraci byly navic fragmenty i plasmidy naneseny na gel
a elektroforeticky separovany vedle sebe ve stejnych objemech - 2 pl od kazdého
fragmentu i plasmidu a 5 pl od kazdého fragmentu. Byla tak ovérena nezménéna
velikost po izolaci po Stépeni i méfené koncentrace. Po této kontrole bylo moZno
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prohlasit i pripravu plasmidl za tuspésnou. Plasmidy byly izolovany i Stépeny do
dostatecné koncentrace pro dalsi vyuziti.

Nasledovala samotna ligace fragmentt a plasmidt. Ligace TUT4 konstrukt byla z d-
vodu své problemati¢nosti provedena v poméru vektoru a fragmentu 1:3 i 1:6.

1kb “ V569 V867 100 bp miniTurbo ID
4 2ul  5ul 2ul Spl

10 000 bp g — -
Lad
5 -
1000bp - - ..
- - ..

.
.

Obrazek 9 -ovéreni purifikace DNA na 1 % agar6zovém gelu. Zleva 1
kb marker, vektory V569 a B867 o velikosti 10 000bp, 100 bp mar-
ker a miniTurbolID pro kazdy konstrukt o velikosti 770bp

Nasledné byla ligacni reakce transformovana v TOP10 E.Coli. Po probéhnuti kultivace
byly ovérovany jednotlivé kolonie pomoci PCR na pritomnost zaligovaného fragmentu
a také na jeho spravnou orientaci. JelikoZ bylo pouzito pouze jedno restrikéni misto,
s 50 % pravdépodobnosti mohl byt fragment zaligovan i naopak. Byl proto zvolen
primer nasedajici v sekvenci miniTurboID a primer nasedajici v plasmidu, jak je
zobrazeno na schématu nize. Velikosti amplifikovanych fragmentt byly opét ovéreny
gelovou elektroforézou. V pripadé TUT4 konstruktu to bylo 3300bp a TUT7
konstruktu 1500bp.

miniTurbolD

TGGATAACTTCATCAATAGACCCGTGAAGCTGATCATTGGGGACAAAGAGATTTTCGGGATTAGCCGGGGGATTGATAAACAGGGAGCCCTGCTGCTGGAACAGGACGGAGTTATCAAAC
CCTGGATGGGCGGAGAAATCAGTCTGCOGTCTGCCGAAAAGGTTGCGGCCGCGAATTCGATTAAGAAACATTTTGCCTATAACTACTGCCAAAGTGCCTATAGTAAAATTTGAACACAGGC

GAAGTGGGTTAGAAGGCGATATCA e TUTa
Obrazek 10 - primery uzité pri PCR kolonii transformovanych s TUT4 konstruktem, modry text znazornuje

sestiizenou sekvenci miniTurbolD, ¢erveny text sestiiZenou sekvenci TUT4, Zluté podbarvené jsou pak primery
se Sipkami znazornujicimi smér syntézy nového vlakna DNA
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miniTurbolD |::>

TGGATAACTTCATCAATAGACCCGTGAAGCTGATCATTGGGGACAAAGAGATTTTCGGGATTAGCCGGGGGATTGATAAACAGGGAGCCCTGCTGCTGGAACAGGACGGAGTTATCAAAC
CCTGGATGGGCGGAGAAATCAGTCTGCGGTCTGCCGAAAAGTGCGGCCGCTGATTGCATTTAGGTACTGGGCAAAGCTTTGCAGTATAGATCGCCCTGAAGAAGGAGGTCTGCCACCTTA
TGTGTTTGCCCTGATGGCCATTTTCTT (::I TUT?7

Obrazek 11 - primery uzité pii PCR Kolonii transformovanych s TUT7 konstruktem, modry text znazoriiuje sestfiZenou sekvenci mini-
TurbolD, Cerveny text sestiiZenou sekvenci TUT4, zluté podbarvené jsou pak primery se Sipkami znazornujicimi smér syntézy nového
vlakna DNA

Celkové bylo otestovano 10 kolonii TUT4 konstruktu, z ¢ehoZ u tfech byl pozorovan
produkt o spravné velikosti. U TUT7 konstruktu bylo testovano 10 kolonii, z ¢ehoZ u
trech byl pozorovan produkt o spravné velikosti. Vybrané kolonie byly namnoZeny na
izolaci a poté z nich byla DNA izolovana. Koncentrace byla zmérena fotometricky (viz.
Tabulka). Vzorky vSech kolonii byly také poslany na sekvenaci do firmy SeqMe, ktera
potvrdila spravnost sekvence. Pro transfekci na stabilni linii a pro tranzientni
transfekci byl zvolen na zakladé sekvenace u TUT4 konstruktu klon 9 a u TUT7
konstruktu klon 10.

3300 bp

Obrazek 12 - screening kolonii s TUT4 konstruktem pomoci PCR. Nalevo 1 kb
marker, nasleduje 10 testovanych kolonii a negativni kontrola K. Pozorujeme 3
vzorky o spravné velikosti produktu 3300 bp.

7 R I Y R e (AN T R b o L B | <
ooy £S5 N |
..

[

Obrazek 13 - screening kolonii s TUT7 konstruktem pomoci PCR. Nalevo 100 bp marker, nasle-
duje 10 testovanych kolonii a negativni kontrola K. Pozorujeme 3 vzorky o spravné velikosti
produktu 1500 bp.
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Tabulka 25 - prehled koncentraci vzorku izolované DNA

vzorek c (ng/ul) A260/A280 A260/A230
TUT4 -5 72,1 1,74 1,63
TUT4-6 56,25 1,33 1,65
TUT4 -9 309,39 1,78 2,32
TUT7 -1 675,61 1,79 2,22
TUT7 -7 186,8 1,79 2,1
TUT7 -8 148,6 1,73 1,9
TUT7 - 10 495,93 1,8 2,3

Klony vybrané pro transfekce se nasledné znovu namnozily v bakteridlnich buiikach a
DNA byla izolovana znovu pomoci reagencii popsanych v kapitole Metody v
podkapitole Midi-prep, tentokrat ve vétsi koncentraci a cistoté. Vzorky byly opét

méreny spektrofotometricky.

Tabulka 26 - piehled koncentraci DNA ve formé Midi-prepu

vzorek c (ng/wl) A260/A280 A260/A230
TUT4 -9 1249,6 1,7 2,12
TUT7 - 10 2052,2 1,78 2,38

Pri hledani kolonii se spravné zaligovanym konstruktem byl pozorovan spiSe nizsi
podil pozitivnich kolonii. Statisticky predpoklad rika, Ze by spravné zaligovanych
fragmenti méla byt polovina. AvSak nebyly otestovany vSechny kolonie, je zde tedy
moznost, Ze vynechané byly pravé ty se spravnym konstruktem. VétSina pozitivnich
kolonii v§ak vykazovala po izolaci vysoké koncentrace DNA v uspokojivé Cistoté. Z této
Ffady mirné vybocuji vzorky TUT4 - 5 a TUT4 - 6, které byly koncentracné niZze.
Odpovida tomu i intenzita téchto vzorkd na gelu, kdy jsou viditelné slabsi, nez vzorek
TUT4 - 9. Je tedy moZné, Ze se v téchto koloniich vyskytovalo méné DNA nebo mohlo
dojit k chybé béhem piipravy mini-prepu - pocet zaoCkovanych bakterii mohl byt
nizsi, voda na eluci mohla mit nizsi teplotu apod. Koncentrace Midi - prepti vybranych
vzorki byly izolovany v dostacujicim mnozstvi i Cistoté
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8.3 Testovani exprese TUT7

Jestli byl konstrukt spravné pripraven ukazaly testy indukované exprese zkoumanych
proteinti TUT4 a TUT7 fizovanych s miniTurboID doménou vyvolenou doxycyklinem.
Negativni kontrolou byl vzorek bunék neindukované doxycyklinem, znacené DOX -.
JelikoZ byl konstrukt s TUT7 pripraven drive, néZ TUT4, probéhly na ném testy exprese
oddélené. Ty probéhly po tranzientni transfekci bunék Hek293. Buiiky z tranzientni
transfekce byly sesbirany, zlyzovany a zméreny metodou dle Bradfordové.

Tabulka 27 - prehled koncentraci proteinti méirené metodou dle Bradfordové

vzorek ¢ (ng/wl)
TUT7 s DOX 14,01
TUT7 bez DOX 10,45

Exprese TUT4az byla nasledné ovérena pomoci western blotu se specifickymi protilat-
kami na fizni tag Flag a TUT7. Oc¢ekavana velikost endogenni TUT7 byla 171 kDa,
TUT7 s Flag-Tagem a miniTurbolID 202 kDa.

Na ¢asti filmu s protilatkou na Flag-Tag pozorujeme slaby signal u vzorku z bunék
bez indukce doxycyklinem (DOX-), ktery vSak velikostné odpovida fuzovanému
produktu. Mohlo by se jednat o kontaminaci vedlejSim vzorkem ¢i o nanaseci chybu.
Variantou také ziistava indukci nekontrolovatelna exprese. U vzorku zbunék
indukovanych doxycyklinem (DOX+) nelze plné rozlisit jednotlivé signaly, avsak signal
vhorni casti by mohl odpovidat Flag-TUT7. Signaly niZe pak mohou byt opét
rozpadové produkty.

Samostatné testovani tranzientni transfekce TUT7 konstruktu tedy poukazalo na
jeho funk¢nost.

Obrazek 14 -Ovéieni exprese TUT7 z TUT7 konstruktu pomoci western blotu.
Zleva neindukovany (DOX-) a indukovany (DOX+) vzorek s protilatkou na Flag-
Tag, nasledné velikosti dle markeru a indukovany a neindukovany vzorek s proti-
latkou na TUTY7. Signal byl detekovan po 5minutové expozici.
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Na pravé casti filmu lze vidét vzorky inkubané s protilatkou na TUT7. Pozorujeme
velmi slaby signal ve vzorku bez indukce, ktery svoji velikosti odpovid4d endogenni
TUT?7. Vrchni signal u indukovaného vzorku odpovida velikosti TUT7 fizované s Flag-
Tagem a miniTurbolD. Signdly pod nim mohou odpovidat opét endogenni TUT7 ci
rozpadovym produktim.

Na membrané inkubované s protilatkou na Flag-Tag opét pozorujeme slaby signal
u neindukovaného vzorku, ktery vsak velikostné odpovida fizovanému produktu.
Mohlo by se jednat o kontaminaci vedlejSim vzorkem ¢i o nanaseci chybu. Variantou
také ziistava indukci nekontrolovatelna exprese. U indukovaného vzorku nelze plné
rozlisit jednotlivé signaly, avSak signal v horni ¢asti by mohl odpovidat Flag-TUT?7.
Signaly niZe pak mohou byt opét rozpadové produkty.

Samostatné testovani tranzientni transfekce TUT7 konstruktu tedy poukazalo na
jeho funkc¢nost.
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8.4 Ovéreni exprese a biotinylacni aktivity miniTurbolD - TUT4 a
miniTurbolD - TUT7

Tabulka 28 - prehled koncentraci proteinu u jednotlivych vzorku, ¢as vzdy reprezentuje bod, ve
kterém byly buiiky po pridani biotinu posbirany

konstrukt  vzorek c (ng/l)

TUT4 DOX-, 10 min. 2,64
DOX+, 5 min. 2,77
DOX+, 10 min. 3,94
DOX+, 20 min. 3,75

TUT?7 DOX-, 10 min. 1,76
DOX+, 5 min. 2,01
DOX+, 10 min. 3,26
DOX+, 20 min. 0,52

kontrola DOX-, 10 min. 1,5
DOX+, 5 min. 0,23
DOX+, 10 min. 1,43
DOX+, 20 min. 2,11

Po dokonceni konstruktu s TUT4 byly oba konstrukty opét podrobeny tranzientni
transfekci. Tentokrat vedle ovéreni exprese TUTAz probéhly i prvni testy biotinylace,
které jsou bliZe popsany v kapitole Metody. Po pridani biotinu byly bunky sbirany ve
tiech casovych bodech - 5, 10 a 20 minut.

VSechny vzorky byly vyvolany na film.

Tabulka 29 - pi‘ehled velikosti jednotlivych vzorki

Sekvence Velikost v kDa

Flag — miniTurbolD — TUT4 217
Flag — miniTurbolD — TUT7 203
B — tubulin 52
3x HA — miniTurbolD 37

Pro experimenty byly pripraveny dvé membrany s odliSnym mnoZstvim proteinu -
10 pg a 20 ug - podle potieb primarnich protilatek.

73



VYSLEDKY

8.4.1 Biotinylaéni testy a ovéreni exprese TUT4 a TUT7 protilatkou Flag-
Tag

Membrana s 10 pg byla prvné inkubovana se Streptavidin - HRP. BohuZel ani po
delSich expozicich nevznikl na filmu Zadny signal. Byl pouZit Streptavidin - HRP
(ThermoFisher), ktery jiz nese HRP doménu, neni proto nutné pouziti sekundarni
protilatky.

Membrana s 10pg proteinu byla nasledné podrobena stripovani, aby na ni mohla
byt aplikovana protilatka na Flag - Tag a mohla tak byt ovérena exprese konstruktt.

U TUT4 konstruktu nebyl zaznamenan Zadny signal.

Na casti membrany sTUT7 konstruktem byl pozorovan slaby signal u
neindukovaného vzorku, ktery vsak odpovida ocekavané velikosti. Mohlo tedy dojit
k nanaseci chybé nebo ke kontaminaci pii nanaseni vzorkd na separacni gel. U
indukovanych vzorkl je jiZ signdl velmi dobfe patrny. U 10minutového vzorku
pozorujeme vice signalli, vCetné toho o ocekdvané velikosti, coZz poukazuje na
funkénost konstruktu. Pozorujeme také signal o velikosti endogenni TUT?7.
V neindukovaném vzorku je opét vidét endogenni TUT7. Okolni signaly mohou byt
zplisobeny nespecifi¢nosti protilatky na TUT7 ¢i nedokonalym blokovanim membrany,
miize se jednat také o rozpadové produkty. V piipadé 20minutové biotinylace
pozorujeme souvisly signal, ktery mlzZe indikovat kontaminaci vzorki DNA. Takova
kontaminace zpusobi béhem gelové elektroforézy naruseni elektrického pole a
nespravnou migraci a separaci proteinii v dlisledku ¢ehoZ pozdéji vznika souvisly
signal na filmu. Experiment tedy opét potvrdil expresi konstruktu TUT7.

245 KkDa

180 kDa

135 kDa

Obrazek 15 - Ovéreni exprese TUT7 z TUT7 konstruktu pomoci
western blotu po inkubaci s protilatkou na TUT7. Zleva vidime
vzorek z neindukovanych bunék (DOX-) po 10minutové
biotinylaci, dile doxycyklinem indukovany vzorek (DOX+) po
5minutové biotinylaci, indukovany vzorek po 10minutové
biotinylaci a indukovany vzorek po 20minutové biotinylaci.
Signal byl detekovan po 30 s expozici.
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8.4.2 Biotinylaéni testy a ovéreni exprese TUT4, TUT7 a kontrolniho
konstruktu specifickymi protilatkami

Membrana s nanesenymi 20 pg proteinu byla inkubovana se specifickymi protilatkami
na TUT4, TUT7, tubulin a 3xHA. Protilatky byly aplikovany vZdy pouze na tu cast
membrany, kde byl ocekavan odpovidajici signal. Protilditka na TUT4 byla tedy
nanesena na ¢ast membrany s TUT4 konstruktem, protilatka na TUT7 byla nanesena
na ¢ast membrany s TUT7 konstruktem, protilatka na tubulin byla nanesena na spodni
¢ast membrany kvili svoji mensi velikosti a protilatka na 3xHA byla nanesena na ¢ast
membrany s negativni kontrolou. Nasledujici experimenty vykazovaly jiZ rtiznorod€;jsi
Skalu vysledkl. U testli se specifickou protilatkou na TUT4 byl pozorovan signal
odpovidajici TUT4 ftzované s Flag-Tagem a miniTurbolD u neindukovaného vzorku a
u vzorku s S5minutovou biotinylaci. Pfi¢inou signalu u neindukovaného vzorku mohla
byt nanasSeci chyba nebo exprese endogenni TUT4. Testy se Streptavidin - HRP a
protilatkou na Flag-Tag vSak ukazaly, Ze problém byl v nizké aktivité miniTurbolD.

Jako nandSeci kontrola byl zvolen tubulin pro svoji stabilni expresi v burice.
Signaly ziskané ze vzorki inkubovanych s protilatkou na tubulin vykazuji podobnou
intenzitu i velikost. Lze tedy fici, Ze naneseno bylo zhruba stejné mnoZstvi od kazdého
vzorku.

245 KkDa

180 kDa

135 kDa

Obrazek 16 - Ovéreni exprese TUT4 z TUT4 konstruktu pomoci
western blotu po inkubaci s protilatkou na TUT7. Zleva vidime
vzorek z bunék neindukovanych doxycyklinem (DOX-), nasle-
duje doxycyklinem indukovany vzorek (DOX+) po 5Sminutové bi-
otinylaci, indukovany vzorek po 10minutové biotinylaci a indu-
kovany vzorek po 20minutové biotinylaci. Signal byl detekovan
po 10minutuové expozici.
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63 kDa

48 kDa

Obrazek 17 - Ovéreni exprese tubulinu z TUT4 konstruktu
pomoci western blotu. Zleva vidime vzorek z bunék neindu-
kovanych doxycyk-linem (DOX-), nasleduje doxycyklinem
indukovany vzorek (DOX+) po 5Sminutové biotinylaci, indu-
kovany vzorek po 10minutové biotinylaci a indukovany vzo-
rek po 20minutové biotinylaci. Signal byl detekovan po 2mi-
nutové expozici.

U neindukovaného vzorku TUT7 konstruktu je patrny signal endogenni TUT7 a
pravdépodobné jeji rozpadovy produkt. 5 ti i 10minutovy vzorek vytvoril signal ve
velikosti odpovidajici fizovanému produktu, avsak v okoli se nachazi vétSi mnoZstvi
nespecifickych signalii, které mohou byt dlsledkem, stejné, jak je popsano vyse,
nespecificnosti protilatky nebo pritomnosti rozpadovych produktd. 20minutova
biotinylace neptinesla Zddné konkrétni vysledky. Bohuzel kviili souvislému signalu u
20minutového vzorku s protilatkou na Flag-Tag nejsme schopni ovérit pricinu. Jako
nanaseci kontrola je zde opét tubulin s velice podobnymi signaly u vSech vzorki. I zde

byla tedy kontrola v poradku.
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245 kDa

180 kDa

135 kDa
100 kDa

Obrazek 18 - Ovéreni exprese TUT7 v TUT7 konstruktu
pomoci western blotu po inkubaci s protilatkou na TUT?7.
Zleva vidime vzorek z bunék neindukovanych
doxycyklinem (DOX-), nasleduje doxycyklinem
indukovany vzorek (DOX+) po 5Sminutové biotinylaci,
indukovany vzorek po 10minutové biotinylaci a
indukovany vzorek po 20minutové biotinylaci. Signal byl
detekovan po 2s expozici.

63 kDa

48 kDa

Obrazek 19 - Ovéreni exprese tubulinu
v TUT7 konstruktu pomoci western blotu. Zleva
vidime vzorek z bunék neindukovanych
doxycyklinem (DOX-), nasleduje doxycyklinem
indukovany vzorek (DOX+) po 5Sminutové
biotinylaci, indukovany vzorek po 10minutové
biotinylaci a indukovany vzorek po 20minutové
biotinylaci.

Na filmu miiZeme pozorovat signaly podobné intenzity u vSech vzorki TUT4 i TUT7
konstruktu o korektni velikosti 50 kDa. Mirné odliSnymi vzorky jsou TUT4 DOX+ 10
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minut a TUT7 DOX+ 20 minut, kde pozorujeme mensi souvisly signal. Mohlo by se
opét jednat o kontaminaci DNA vzhledem k tomu, Ze u ostatnich vzorki tento sou-
visly signal neni.

Kontrolni konstrukt inkubovany s protilatkou na 3x HA vykazoval odpovidajici signaly
o velikosti 37,2 kDa, u neindukovaného vzorku signal chybél. Lze tedy usoudit, Ze je
konstrukt spravné pripraven a ani pfi tranzientni transfekci nedochazi k samovolné
expresi kontrolniho konstruktu.

48 kDa

35 kDa

Obrazek 20- Ovéreni exprese miniTurbolD
v konstruktu negativni kontroly pomoci western
blotu po inkubaci s protilatkou na 3x HA. Zleva
vidime vzorek z bunék neindukovanych
doxycyklinem (DOX-), nasleduje doxycyklinem
indukovany vzorek (DOX+) po 5minutové biotinylaci,
indukovany vzorek po 10minutové biotinylaci a
indukovany vzorek po 20minutové biotinylaci. Signal
byl detekovan po 2minutové expozici.

63 kDa

48 kDa

Obrazek 21 - Ovéreni exprese tubulinu
v TUT7 konstruktu negativni kontroly pomoci
western blotu. Zleva vidime vzorek z bunék
neindukovanych doxycyklinem (DOX-), nasleduje
doxycyklinem indukovany vzorek (DOX+) po
S5minutové biotinylaci, indukovany vzorek po
10minutové biotinylaci a indukovany vzorek po
20minutové biotinylaci. Signal byl detekovan po
2minutové expozici.
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Protoze diivodem netispéchu experimentu se Streptavidin — HRP u 10 ug membrany
mohlo byt nizké mnoZstvi naneseného proteinu, byla membrana s 20 pg stripovana,
tedy ociSténa od protilatek, a vystavena piisobeni Streptavidin - HRP stejné, jako
membrana s 10 pg. BohuZel ani tentokrat nebyly pozorovany Zadné oc¢ekavané signaly
u TUT4 ani TUT7 konstruktu. Jediny signal zde poskytoval tubulin.

U kontrolniho konstruktu bylo pozorovano vice signali. Kromé tubulinu byly na
filmu také nespecifické signaly, které mohou v budoucnu poslouZit pti vyhodnocovani
biotinylac¢nich experimentt jako negativni kontrola.

Obrazek 22 - Ovéreni biotinyla¢ni aktivity v konstruktech TUT4,TUT?7 i konstruktu
negativni kontroly pomoci western blotu po inkubaci se Streptavidin - HRP. Prvni
ctverice je pro TUT4 konstrukt, druha pro TUT7 konstrukt a ti‘eti pro negativni
kontrolu.Zleva vidime vzdy ¢tverici vzorki - prvni je vzorek z bunék
neindukovanych doxycyklinem (DOX-), nasleduje doxycyklinem indukovany
vzorek (DOX+) po 5minutové biotinylaci, indukovany vzorek po 10minutové
biotinylaci a posledni je indukovany vzorek po 20minutové biotinylaci. Signal byl
detekovan po 10minutové expozici.

Obecné lze tedy Fict, Ze jako slibny se jevi TUT7 konstrukt. Spatné ¢i zadné signaly
kteréhokoli vzorku po vyvolani mohly byt zptisobeny vice faktory. Prvni pri¢cinou mohl
byt nedostatek proteinového materidlu, jelikoz bunky nebyly pred tranzientni
transfekci dostateéné narostlé. Samotna transfekce ma také nizkou u¢innost, mohlo se
tedy jednat o kombinaci faktoru nizkého poctu bunék a nizké ucinnosti transfekce.
JelikoZ byly tyto experimenty provadény az ke konci prace a v ¢asové tisni, byly
parametry navrzeny na zakladé ¢lanku autorti domény miniTurbolD. Optimalizaci jisté
vyzaduje i koncentrace priddvaného biotinu a cas jeho pisobeni. Pfi pripadném
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opakovani experimentu bych vyzkousela vice riiznych koncentraci biotinu. Pfi tomto
pokusu byl pridan biotin k dosazeni 50 uM finadlni koncentrace, jelikoZ western bloty
poukazaly na nizkou aktivitu miniTurbolD, mohla by pomoci vyS$Si koncentrace
biotinu. Ze stejného predpokladu bych vychazela také u volby ¢asu pisobeni biotinu,
ktery by mohl byt navySen, aby byla slabsi €innost miniTurbolD pozorovatelna.
V ¢lanku autord miniTurbolD je pfi 10minutovém intervalu pilisobeni 50uM biotinu
vidét na membrané inkubované se Streptavidin - HRP pouze slaby signal. Taktéz
relativni biotinyla¢ni aktivita se pohybuje velice nizko az do intervalu 6 hodin, kdy
intenzivné vzroste. VSechny tyto faktory napovidaji pouziti del$iho ¢asu pro ptisobeni
biotinu. DileZitym bodem by byl také optimalni nartist bunék pro transfekci. Nakonec
je také treba zminit, Ze negativni kontrola pouZita ve zminovanych experimentech
nebyla zcela idedlni. Jedna se o konstrukt s vklonovanym miniTurbolD, ov§em misto
Flag - Tagu v ném byl 3x HA Tag. Pro prvotni experimenty, navic v ¢asové tisni, byla
tato kontrola vsSak postacujici. Navazujici experimenty jiZz budou mit k dispozici
vhodnéjsi konstrukt s miniTurboIlD a Flag - Tagem, ktery byl béhem prace také
konstruovan, avsak nebyl dokoncen vcas.
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8.5 Kontrolni konstrukt V623 s miniTurbolD

Jako kontrolni konstrukt byl vytvoren vektor, ve kterém se nenachazela TUTaza, ale
pouze doména miniTurbolD a 3x HA Tag.

Gen pro miniTurbolID byl tedy namnoZen metodou PCR, pri které byly na jeho
konce pridana i restrik¢ni mista BamHI a Notl. Po PCR byla DNA izolovana pomoci PCR
Purification Kitu a koncentrace ovérena spektrofotometricky.

Tabulka 30 - koncentrace miniTurbolD po amplifikaci metodou PCR a izolaci

vzorek ¢ (ng/ul) A260/A280 A260/A230
miniTurbolD 140,2 1,8 2,2

Poté bylo miniTurbolD spolu svektorem V623 S$tépeno vybranymi restrik¢nimi
enzymy. Velikost byla ovéfena gelovou elektroforézou. Z tohoto gelu byla DNA
vyriznuta a izolovana. Koncentrace byly nasledné opét méreny spektrofotometricky.

Tabulka 31 - prehled koncentraci vekrotu V623 a miniTurbolD po $tépici reakci

vzorek ¢ (ng/ul) A260/A280 A260/A230
V623 17,49 1,41 0,04
miniTurbolD 11,17 1,36 0,03

Kromé fotometrického stanoveni byla koncentrace po izolaci zkontrolovana i gelovou
elektroforézou. Vektoru V623 byly naneseny 2ul, miniTurbolD bylo naneseno
v objemech 2 a5 pl.

'm‘iniTurboID‘
AT S | R

1kb V623

5250 bp

770 bp

Obrazek 23 - kontrolni elektroforéza stépeného vektoru V623 o velikosti
5250 bp a stépeného miniTurbolD o velikosti 770 bp
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VYSLEDKY

8.5.1 Screening bakterialnich kolonii pomoci PCR

Zkontrolované fragmenty byly pripraveny pro liga¢ni reakci, ktera byla nasledné
transformovana do bakterialnich bunék, ze kterych probéhla PCR kolonii pro nalezeni
kolonii se spravné zaligovanym fragmentem. Otestovano bylo 8 kolonii, byly vyuzity
dvé teploty pro nasedani primert - 55 °C a 58 °C, jako Uuspésnéjsi byla vyhodnocena
teplota 55 °C. Oc¢ekavana velikost produktu pti gelové elektroforéze byla 1000 part
bazi. Uspésnost ligace byla vétsinova, navic byly optimalizovany parametry PCR
kolonii pro vybrané primery.

Vybrané pozitivni kolonie byly namnoZeny a DNA z nich izolovana. Koncentrace
byla zmérena spektrofotometricky.

VRS TR TS RN S e SO

1000 bp — i — b 2"“! bt o~ 48~
Gosad s Bt &' : : -

Obrazek 24 - screening kolonii pomoci PCR ligace V623 s miniTurbolD, nalevo
1 kb marker nasledovany 8 testovanymi koloniemi a negativni kontrolou

Tabulka 32 - pirehled koncentraci vybranych vzorki po izolaci DNA

vzorek ¢ (ng/ul) A260/A280 A260/A230
4 348,92 1,75 2,07
6 236,61 1,54 1,67
8 409,85 1,48 1,61

Tyto vzorky byly poslany na sekvenaci a na jejim zakladé byl vzorek 8 namnoZen na
izolaci DNA ve vySsi koncentraci a Cistoté. Opét byla koncentrace mérena
spektrofotometricky a na jejim zdkladé bylo konstatovano, Ze se konstrukt podaftilo
izolovat v dostate¢né koncentraci i kvalité.

Tabulka 33 - koncentrace vzorku 8 piipraveného ve formé Midi-prepu

vzorek ¢ (ng/ul) A260/A280 A260/A230
8 3006 1,7 2,19
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ZAVER

9 Zaver

Tato prace se zaméruje na terminalni uridylyltransferazy a regulaci jejich Cinnosti
proteinovymi partnery. Cilem prace byla priprava konstruktli pro experimenty, které
meély za cil identifikaci novych proteinovych partnera.

Béhem prace byly dspésné pripraven expresni konstrukt pro TUT7 s doménou pro
biotinylaci miniTurbolD. Konstrukt ro expresi miniTurboID-TUT4 byl pripraven, ale
predbéZné experimenty odhalily problém s expresi. Caste¢né byla rozpracovana
priprava konstruktu pro negativni kontrolu s miniTurbolD.

Probéhly testy exprese konstruktti s TUT4 a TUT7 v Hek293 bunéc¢né linii, na zakladé,
kterych byla potvrzena funkénost TUT7 konstruktu. Byly provedeny biotinyla¢ni testy
obou konstrukti, které neprokazaly biotinyla¢ni aktivitu v tranzientnim provedeni.

Probéhly také pokusy o pripravu stabilnich bunécnych linii TUT7 konstruktu, které
byly bohuZel neldspésné.

Z ¢asovych diivodl nebyly provedeny biotinyla¢ni experimenty pro ziskani znacenych
proteint a jejich naslednou analyzu.
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Priloha A Sekvence V569-TUT4-miniTurbolD

Legenda: miniTurbolD
3x FLAG

TUT4

Stop codon

GACTACAAAGACCATGACGGTGATTATAAAGATCATGACATCGATTACAAGGATGAG
ATGACAAGCTT AATCCCGCTGCTGAACGCTAAACAGATTCTGGGACAGCTGGA
CGGCGGGAGCGTGGCAGTCCTGCCTGTGGTCGACTCCACCAATCAGTACCTGCTGGATCGA
ATCGGCGAGCTGAAGAGTGGGGATGCTTGCATTGCAGAATATCAGCAGGCAGGGAGAGGA
AGCAGAGGGAGGAAATGGTTCTCTCCTTTTGGAGCTAACCTGTACCTGAGTATGTTTTGG
CGCCTGAAGCGGGGACCAGCAGCAATCGGCCTGGGLCCGGTCATCGGAATTGTCATGGCAG
AAGCGCTGCGAAAGCTGGGAGCAGACAAGGTGCGAGTCAAATGGCCCAATGACCTGTATC
TGCAGGATAGAAAGCTGGCAGGCATCCTGGTGGAGCTGGCCGGAATAACAGGCGATGCTG
CACAGATCGTCATTGGCGCCGGGATTAACGTGGCTATGAGGCGCGTGGAGGAAAGCGTGG
TCAATCAGGGCTGGATCACACTGCAGGAAGCAGGGATTAACCTGGACAGGAATACTCTGG
CCGCTATGCTGATCCGAGAGCTGCGGGCAGCCCTGGAACTGTTCGAGCAGGAAGGCCTGGC
TCCATATCTGTCACGGTGGGAGAAGCTGGATAACTTCATCAATAGACCCGTGAAGCTGATC
ATTGGGGACAAAGAGATTTTCGGGATTAGCCGGGGGATTGATAAACAGGGAGCCCTGCTG
CTGGAACAGGACGGAGTTATCAAACCCTGGATGGGCGGAGAAATCAGTCTGCGGTCTGCC
GAAAAGGTT GAATTCGATTATGGAAGAGTCTAAAACCTTAAAAAGTGAAAAT
CATGAACCAAAGAAGAATGTTATTTGTGAAGAAAGCAAAGCAGTTCAAGTTATAGGTAAT
CAAACATTGAAAGCTAGAAATGATAAATCCGTAAAAGAAATTGAGAACAGCTCTCCAAAT
AGGAATAGTAGTAAAAAAAATAAGCAAAATGATATTTGTATAGAAAAAACAGAAGTTAA
ATCATGTAAAGTAAATGCTGCCAACCTTCCAGGTCCTAAAGATTTGGGGTTAGTCCTTCGA
GATCAAAGTCATTGCAAAGCAAAAAAATTTCCTAATTCACCAGTGAAAGCCGAAAAGGCA
ACCATTTCACAGGCAAAATCAGAAAAGGCAACCAGTTTACAGGCAAAAGCAGAAAAATCA
CCAAAGTCACCTAATTCAGTGAAAGCAGAAAAAGCATCCAGTTATCAGATGAAGTCAGAA
AAAGTACCAAGTTCACCAGCAGAAGCAGAAAAGGGACCCAGTTTACTGTTGAAAGACATG
AGACAGAAGACAGAATTACAACAGATTGGAAAAAAAATTCCAAGCTCCTTTACTTCTGTG
GACAAAGTGAATATTGAAGCTGTAGGGGGAGAAAAATGTGCTCTGCAAAACTCACCACGA
TCTCAGAAGCAACAGACATGTACAGATAATACTGGTGATTCTGATGATAGTGCTTCAGGA
ATTGAAGACGTATCGGACGATTTAAGTAAAATGAAGAATGATGAATCTAATAAAGAAAA
TTCTTCAGAGATGGACTACTTAGAAAATGCCACTGTGATAGATGAATCTGCATTGACACC
TGAGCAGAGGCTGGGGTTGAAACAAGCAGAAGAACGCTTAGAAAGAGATCACATCTTTCG
ACTTGAAAAACGATCACCAGAATATACCAATTGTCGGTATCTATGCAAACTTTGCTTAAT
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TCACATTGAAAATATCCAGGGGGCTCATAAACATATAAAGGAGAAACGACATAAGAAAAA
TATTTTGGAAAAACAAGAAGAAAGTGAGCTTCGTTCTCTGCCACCTCCTTCCCCTGCCCAC
TTGGCTGCTTTAAGTGTTGCAGTCATTGAATTAGCAAAAGAACATGGAATAACAGATGAT
GACCTCAGAGTCCGTCAGGAAATTGTGGAGGAAATGTCAAAGGTTATAACGACATTTTTA
CCAGAATGTTCACTTAGGTTGTATGGCTCATCTCTGACTAGATTTGCTCTGAAAAGTAGT
GATGTTAATATAGATATAAAATTTCCTCCCAAGATGAATCATCCAGATCTTCTGATAAAA
GTACTTGGGATTTTAAAGAAAAATGTATTATATGTAGATGTGGAATCTGATTTTCACGCT
AAAGTTCCTGTTGTGGTGTGCAGAGATCGAAAAAGTGGTTTACTTTGTAGAGTGAGTGCA
GGAAACGATATGGCATGTCTCACTACTGATTTACTTACTGCCCTTGGCAAAATAGAACCTG
TCTTTATTCCCTTGGTGTTAGCCTTTCGCTACTGGGCTAAGTTGTGCTATATTGACTCCCA
AACTGATGGTGGAATCCCTTCTTACTGTTTTGCTTTAATGGTGATGTTTTTTCTACAACAG
AGAAAACCCCCTCTTCTTCCTTGCTTACTTGGAAGTTGGATTGAAGGCTTTGACCCAAAAA
GAATGGATGACTTTCAGCTGAAGGGCATAGTAGAAGAGAAGTTTGTGAAGTGGGAATGTA
ATTCAAGTAGTGCAACTGAGAAAAACTCAATTGCTGAGGAAAACAAAGCTAAGGCAGACC
AACCAAAAGATGATACCAAGAAGACAGAAACAGACAACCAAAGTAATGCCATGAAGGAAA
AACATGGCAAATCTCCTTTAGCATTGGAAACACCAAATCGGGTATCCTTGGGACAGTTAT
GGTTAGAGCTGCTTAAATTCTACACACTGGATTTTGCTTTGGAGGAATATGTCATATGTG
TACGGATACAAGATATTTTAACAAGAGAAAATAAAAACTGGCCTAAAAGGCGAATAGCCA
TTGAAGATCCATTTTCAGTCAAGAGGAATGTTGCACGGAGCTTAAACAGCCAGCTGGTTT
ACGAATATGTTGTGGAGAGATTTAGGGCAGCTTATCGGTATTTTGCCTGTCCTCAGACGA
AGGGTGGAAATAAGTCTACAGTGGATTTCAAGAAAAGAGAGAAGGGGAAAATAAGCAAT
AAGAAACCAGTCAAGTCGAACAATATGGCAACCAATGGTTGTATTCTGCTTGGGGAAACC
ACAGAAAAAATAAATGCAGAAAGAGAGCAACCTGTTCAATGTGATGAAATGGACTGTACA
TCACAGAGATGTATTATTGACAACAACAATTTGTTGGTAAATGAACTAGATTTTGCTGAC
CACGGACAGGACTCTTCATCTCTTTCTACCAGCAAAAGCAGTGAAATAGAGCCAAAATTA
GATAAGAAACAAGATGATTTAGCGCCTTCAGAAACTTGTTTAAAAAAAGAGCTCAGCCAA
TGTAATTGCATTGATTTGTCTAAGTCGCCTGACCCAGATAAATCTACTGGAACAGACTGC
AGGTCAAATTTAGAAACGGAGAGTTCACATCAGAGTGTGTGCACCGACACATCTGCTACC
TCTTGCAACTGCAAAGCTACAGAAGATGCTTCTGACCTTAATGATGATGATAACCTCCCCA
CCCAGGAATTATATTATGTGTTTGATAAGTTTATTTTAACCTCTGGCAAGCCACCAACGAT
AGTATGCAGCATCTGCAAAAAGGATGGCCATTCAAAGAATGATTGCCCAGAGGATTTTAG
GAAAATTGATTTAAAACCTCTACCACCAATGACAAACCGATTTCGGGAAATACTTGATTT
AGTATGTAAAAGATGTTTTGATGAGTTATCACCACCTTGTTCTGAACAACACAACAGGGA
GCAAATTTTAATTGGCTTGGAAAAGTTTATTCAAAAAGAATATGATGAAAAGGCAAGGTT
GTGCTTATTTGGCTCTTCTAAGAATGGATTTGGATTTCGTGATAGTGATCTGGATATTTG
TATGACCCTGGAAGGCCATGAAAATGCAGAGAAATTAAATTGTAAGGAAATAATTGAAAA
TTTGGCAAAAATTCTTAAGAGACATCCAGGTTTAAGAAACATTTTGCCTATAACTACTGC
CAAAGTGCCTATAGTAAAATTTGAACACAGGCGAAGTGGGTTAGAAGGCGATATCAGTTT
ATATAATACGTTGGCTCAACATAACACAAGAATGCTAGCTACTTATGCAGCTATTGATCC
TAGAGTGCAGTATTTGGGATATACTATGAAAGTGTTTGCTAAGCGATGTGACATTGGGGA
TGCTTCCAGGGGAAGTTTATCTTCATATGCATATATCCTTATGGTGCTGTACTTTCTGCAG
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CAGAGAAAGCCACCTGTTATCCCAGTTCTACAAGAGATCTTTGATGGAAAACAGATTCCA
CAGAGAATGGTTGATGGATGGAATGCTTTCTTCTTTGATAAAACAGAAGAACTGAAAAAG
CGTTTACCTTCACTTGGAAAGAACACAGAATCATTAGGGGAGCTTTGGCTGGGACTGCTTC
GTTTCTATACTGAAGAGTTTGATTTCAAGGAATATGTAATTAGCATTCGGCAGAAAAAGC
TGTTGACAACTTTTGAGAAGCAGTGGACTTCCAAGTGCATTGCAATTGAAGACCCTTTTG
ACTTGAATCATAACCTTGGTGCTGGAGTTTCCAGAAAAATGACCAATTTCATCATGAAAG
CATTTATCAATGGAAGGAAACTTTTTGGTACCCCTTTTTATCCACTCATTGGCAGAGAAGC
TGAGTACTTCTTTGATTCCAGAGTATTAACAGATGGAGAACTGGCTCCCAATGATAGATG
TTGCCGTGTGTGTGGAAAAATAGGCCACTACATGAAAGACTGCCCTAAAAGGAAAAGTTT
ACTGTTTAGACTAAAGAAGAAAGACAGTGAAGAAGAGAAGGAAGGGAATGAAGAAGAGA
AAGATTCCCGAGATGTTCTTGACCCCCGAGACCTCCACGATACTCGAGACTTTAGAGACCC
GAGAGACCTCAGATGTTTTATATGTGGAGATGCTGGACATGTACGAAGGGAGTGCCCAGA
GGTCAAGCTGGCCCGTCAGAGGAATAGCAGTGTGGCAGCAGCCCAGCTGGTCCGCAACCTT
GTAAATGCTCAACAGGCGGCTGGTTCAGCTCAGCAACAGGGTGATCAGTCCATAAGGACT
AGACAGTCATCAGAATGTTCTGAATCACCATCTTATTCTCCTCAGCCTCAGCCATTTCCAC
AGAACTCTTCCCAGTCAGCTGCTATTACTCAGCCTTCATCTCAGCCAGGATCCCAACCTAA
GCTTGGCCCACCTCAGCAGGGAGCCCAACCTCCCCATCAGGTCCAGATGCCACTGTATAAC
TTTCCCCAGTCACCACCAGCTCAGTATTCTCCCATGCACAATATGGGATTGTTGCCAATGC
ACCCTCTCCAGATCCCTGCCCCGTCCTGGCCCATCCATGGCCCAGTGATCCACTCTGCACCA
GGCAGTGCCCCCAGCAATATTGGCCTAAATGATCCCAGCATCATCTTTGCACAGCCTGCTG
CCAGACCTGTGGCAATCCCTAACACGTCTCACGATGGACACTGGCCCCGTACTGTGGCTCC
AAATTCCCTGGTAAACAGTGGTGCAGTGGGGAATTCAGAGCCAGGCTTTCGAGGACTGAC
TCCTCCAATTCCTTGGGAACATGCACCGCGTCCCCATTTCCCCCTTGTCCCAGCTTCGTGGC
CTTATGGTTTGCATCAAAACTTCATGCATCAGGGAAATGCCCGATTCCAGCCCAACAAACC
TTTCTATACTCAAGACAGATGTGCCACCCGTCGGTGTAGAGAGCGTTGTCCCCACCCACCA
AGAGGAAACGTGTCGGAGTAA
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Priloha B Sekvence V867-TUT7-miniTurbolD

Legenda: miniTurbolD
3x FLAG

TUT7

Stop codon

GACTACAAGGACCACGACGGTGACTACAAGGACCACGACATCGACTACAAGGACGAC
GACGACAAGTGCGGCCGCATCCCGCTGCTGAACGCTAAACAGATTCTGGGACAGCTGGACG
GCGGGAGCGTGGCAGTCCTGCCTGTGGTCGACTCCACCAATCAGTACCTGCTGGATCGAAT
CGGCGAGCTGAAGAGTGGGGATGCTTGCATTGCAGAATATCAGCAGGCAGGGAGAGGAAG
CAGAGGGAGGAAATGGTTCTCTCCTTTTGGAGCTAACCTGTACCTGAGTATGTTTTGGCGC
CTGAAGCGGGGACCAGCAGCAATCGGCCTGGGCCCGGTCATCGGAATTGTCATGGCAGAAG
CGCTGCGAAAGCTGGGAGCAGACAAGGTGCGAGTCAAATGGCCCAATGACCTGTATCTGC
AGGATAGAAAGCTGGCAGGCATCCTGGTGGAGCTGGCCGGAATAACAGGCGATGCTGCAC
AGATCGTCATTGGCGCCGGGATTAACGTGGCTATGAGGCGCGTGGAGGAAAGCGTGGTCA
ATCAGGGCTGGATCACACTGCAGGAAGCAGGGATTAACCTGGACAGGAATACTCTGGCCG
CTATGCTGATCCGAGAGCTGCGGGCAGCCCTGGAACTGTTCGAGCAGGAAGGCCTGGCTCC
ATATCTGTCACGGTGGGAGAAGCTGGATAACTTCATCAATAGACCCGTGAAGCTGATCAT
TGGGGACAAAGAGATTTTCGGGATTAGCCGGGGGATTGATAAACAGGGAGCCCTGCTGCT
GGAACAGGACGGAGTTATCAAACCCTGGATGGGCGGAGAAATCAGTCTGCGGTCTGCCGA
AAAGT GGAGATACAGCAAAACCTTATTTCGTGAAGCGCACTAAAGACCGGGG
GACTATGGATGATGATGACTTCAGAAGGGGTCACCCCCAACAAGATTATTTAATAATAGA
TGACCATGCTAAAGGCCATGGCAGTAAAATGGAAAAGGGCCTTCAAAAAAAGAAGATAAC
ACCAGGGAACTATGGGAATACCCCCAGAAAAGGACCATGTGCTGTTTCCAGCAATCCATAT
GCATTTAAAAACCCAATCTACAGTCAACCCGCTTGGATGAATGACAGCCACAAAGATCAG
AGTAAGAGATGGCTGTCTGATGAACATACTGGTAATTCAGACAACTGGAGAGAATTCAAA
CCTGGACCTAGAATTCCTGTTATAAACCGACAAAGAAAAGACTCCTTTCAAGAAAATGAA
GATGGTTATAGGTGGCAAGACACAAGAGGCTGCAGAACTGTAAGACGACTGTTTCATAAA
GACCTAACAAGCCTAGAAACCACGTCAGAAATGGAAGCAGGAAGTCCTGAAAACAAGAAG
CAGAGGTCCAGACCTAGGAAGCCACGGAAGACTAGAAATGAGGAAAATGAGCAGGATGGA
GACTTGGAAGGCCCTGTGATCGATGAGTCTGTACTTTCAACGAAGGAGCTGCTAGGCTTAC
AGCAGGCTGAGGAGAGACTGAAGAGAGACTGCATTGACAGGCTAAAAAGGCGACCACGAA
ACTACCCTACAGCAAAGTACACCTGCAGACTCTGTGATGTTTTAATTGAATCCATTGCATT
TGCCCATAAGCATATCAAGGAAAAGAGGCACAAGAAAAACATTAAGGAGAAGCAAGAGGA
AGAGTTGCTCACTACGTTACCCCCACCAACACCCTCCCAGATAAATGCAGTTGGCATTGCC
ATTGACAAAGTGGTACAGGAATTTGGCTTACACAATGAGAACTTGGAACAGAGGCTGGAA
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ATTAAACGTATCATGGAAAATGTGTTCCAACACAAGTTACCAGATTGTTCCCTAAGATTA
TATGGGTCATCCTGTAGCAGATTGGGTTTCAAAAATTCGGATGTAAACATTGACATCCAG
TTTCCAGCCATTATGTCTCAGCCAGATGTCCTCTTACTTGTTCAAGAATGTTTAAAGAACA
GTGACTCCTTTATTGATGTTGATGCAGACTTCCATGCTAGGGTGCCAGTGGTGGTGTGCAG
AGAAAAGCAAAGTGGTCTTCTGTGTAAAGTGAGCGCAGGAAATGAAAATGCTTGTCTGAC
AACAAAGCATTTAACTGCCCTTGGAAAACTAGAACCAAAGCTGGTTCCTTTGGTGATTGC
ATTTAGGTACTGGGCAAAGCTTTGCAGTATAGATCGCCCTGAAGAAGGAGGTCTGCCACC
TTATGTGTTTGCCCTGATGGCCATTTTCTTTCTTCAGCAGAGGAAAGAACCCCTTTTGCCT
GTATATCTAGGATCATGGATTGAAGGATTCTCATTAAGCAAACTAGGGAATTTCAACCTT
CAAGACATTGAAAAAGATGTTGTGATCTGGGAACATACTGACAGTGCTGCAGGGGACACA
GGCATAACAAAAGAAGAGGCACCAAGAGAAACGCCGATTAAAAGGGGACAGGTGTCATTA
ATATTGGATGTGAAACACCAGCCTTCAGTACCAGTTGGGCAGCTCTGGGTGGAATTGCTGC
GGTTCTATGCTTTAGAATTTAATTTGGCTGATTTAGTGATAAGTATTCGTGTCAAAGAAT
TGGTATCTCGGGAATTGAAGGATTGGCCCAAAAAGCGCATTGCCATTGAAGATCCCTACTC
TGTTAAAAGAAATGTGGCAAGAACCCTAAATAGTCAACCTGTGTTTGAATATATACTTCA
TTGTTTAAGGACAACATACAAGTATTTTGCTCTTCCACACAAAATTACAAAATCCAGCCTT
CTAAAGCCTCTGAATGCAATTACATGTATTTCAGAACATTCTAAAGAAGTAATAAATCAT
CATCCAGATGTACAAACAAAAGATGATAAGCTCAAAAACTCAGTTTTGGCCCAAGGTCCT
GGTGCTACCAGTTCAGCTGCAAATACCTGTAAGGTACAGCCACTTACTCTTAAAGAGACTG
CTGAAAGTTTTGGAAGCCCACCAAAAGAAGAAATGGGAAATGAACACATCAGTGTCCACC
CTGAAAACTCAGACTGTATCCAAGCAGATGTTAACTCTGATGATTACAAGGGTGATAAAG
TATACCATCCAGAAACAGGAAGGAAAAACGAGAAAGAGAAAGTTGGAAGGAAGGGCAAG
CATCTGTTGACTGTTGATCAGAAACGTGGAGAGCATGTTGTCTGTGGCAGCACACGTAAT
AATGAGTCAGAGAGCACTTTGGATTTAGAAGGCTTCCAAAATCCCACAGCTAAAGAGTGT
GAGGGACTTGCCACTTTAGATAACAAGGCTGATCTTGATGGAGAAAGTACAGAAGGTACT
GAGGAACTAGAAGACTCTCTAAACCACTTTACCCACTCAGTACAGGGCCAGACATCAGAA
ATGATTCCCTCTGATGAAGAGGAGGAGGACGACGAAGAAGAGGAGGAGGAAGAAGAACCT
AGGCTCACCATTAACCAAAGGGAAGATGAAGATGGCATGGCTAATGAAGATGAGTTAGAC
AACACCTACACTGGGTCAGGGGATGAGGACGCCCTATCTGAAGAGGATGATGAGTTAGGC
GAAGCTGCTAAGTATGAAGACGTGAAAGAATGTGGAAAACATGTAGAAAGAGCTCTCCTA
GTGGAACTTAATAAAATAAGTCTCAAGGAAGAAAATGTATGTGAAGAAAAAAATTCACCT
GTGGATCAGTCTGATTTTTTTTATGAATTCAGTAAACTTATCTTCACCAAAGGCAAGTCTC
CTACGGTAGTGTGCAGCTTATGCAAACGAGAGGGTCATCTAAAGAAGGACTGTCCTGAAG
ACTTCAAAAGAATCCAGCTAGAACCTCTGCCACCATTAACACCCAAGTTTTTAAATATCTT
AGATCAAGTCTGTATCCAGTGTTATAAGGATTTTTCTCCAACAATTATAGAAGATCAGGC
TCGTGAACATATTCGGCAAAACCTAGAAAGTTTCATAAGACAGGACTTTCCAGGAACTAA
ATTGAGCCTGTTTGGCTCCTCCAAAAATGGATTTGGGTTCAAACAGAGTGACCTTGACGTC
TGTATGACAATTAATGGACTTGAAACTGCTGAGGGATTGGACTGTGTCAGAACTATTGAA
GAATTAGCAAGAGTCCTCAGAAAACATTCAGGTCTGAGAAACATCTTACCTATTACAACA
GCAAAGGTGCCAATTGTGAAGTTCTTCCATTTGAGAAGTGGTCTGGAAGTAGATATCAGT
TTGTATAACACATTGGCCCTTCATAACACAAGGCTTTTATCTGCTTATTCCGCCATTGATC
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CCAGAGTGAAGTATTTGTGCTATACCATGAAAGTATTTACAAAGATGTGTGATATTGGTG
ATGCATCTAGAGGCAGCTTATCATCGTATGCATATACTCTTATGGTGCTATATTTTCTCCA
GCAGAGGAATCCACCAGTCATTCCTGTCCTTCAAGAGATATACAAAGGTGAAAAGAAACC
TGAAATATTTGTTGATGGCTGGAATATTTATTTTTTTGATCAAATAGATGAACTGCCTAC
CTATTGGTCAGAATGTGGAAAAAATACAGAATCTGTTGGGCAGTTATGGTTGGGCCTTCT
TCGTTTCTACACAGAGGAATTTGATTTTAAAGAACATGTTATTAGCATCAGGAGAAAAAG
TCTGCTTACAACTTTTAAGAAACAGTGGACCTCAAAATACATTGTTATTGAAGATCCCTT
TGATTTGAATCATAATCTTGGAGCTGGATTATCAAGGAAAATGACAAATTTTATAATGAA
GGCTTTTATCAATGGTAGAAGAGTATTTGGTATTCCTGTCAAGGGATTTCCAAAGGACTA
CCCCTCAAAAATGGAATACTTTTTTGATCCAGATGTGTTAACTGAAGGAGAGCTGGCCCCA
AATGATAGATGTTGTCGAATTTGTGGAAAAATCGGACACTTCATGAAGGACTGTCCTATG
AGGAGAAAAGTAAGACGGCGGCGAGATCAGGAAGATGCCCTGAACCAAAGATACCCTGAG
AACAAGGAAAAAAGAAGCAAAGAGGACAAAGAAATTCACAACAAGTACACAGAAAGGGA
GGTGTCAACAAAAGAAGATAAGCCCATACAGTGCACACCTCAGAAAGCCAAGCCAATGCG
GGCAGCTGCTGACCTGGGGAGGGAGAAGATCCTCAGGCCACCAGTAGAAAAATGGAAGAG
ACAGGATGACAAAGACTTAAGAGAAAAACGTTGTTTTATTTGTGGAAGAGAAGGGCACAT
TAAAAAGGAATGCCCACAGTTTAAAGGCTCTTCAGGTAGCCTTTCCAGTAAATATATGAC
TCAGGGAAAAGCCTCAGCGAAGAGGACCCAGCAGGAATCATGA
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