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Abstrakt 

Posttranskripční modifikace RNA jsou důležitou součástí metabolických drah či 
dozrávání RNA. Jednou z těchto modifikací je uridylace 3´konce prováděná 
terminálními uridylyltransférazami (TUT) z proteinové nadrodiny TENT. U lidí byli 
identifikováni tři zástupci TUTáz – TUT1, TUT4 a TUT7. U zástupců TUT4 a TUT7 byla 
potvrzena kooperace s proteinovými partnery, kteří tím získávají schopnost regulace 
enzymatické aktivity těchto TUTáz. Doposud byli popsáni pouze dva interakční 
partneři Lin28A a MOV10. Cílem práce byla příprava expresních konstruktů pro TUT4 
a TUT7 a jejich testy, které budou následně sloužit pro studium interakcí v buňce. 
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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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1 Úvod 

U většiny eukaryotických RNA dochází k posttranskripčním modifikacím na jejich 3´ 
konci. Skrze tyto modifikace může být regulován metabolismus RNA a jeho zásadní 
děje, jako je dozrávání RNA, či naopak její degradace, nebo stabilita a funkce RNA. 
Během posledních let jsou objevovány proteiny za tyto modifikace zodpovědné – 
terminální nukleotidyltransferázy (TENT) patřící do nadrodiny polymerázy β (1), 
celkem jich bylo popsáno 11. Dle substrátové specificity je pak můžeme rozdělit na 
poly(A) polymerázy (PAP) a na terminální uridylyltransferázy (TUT). PAP zajišťují 
adenylaci různých RNA substrátů, v závislosti na typu se pak může jednat o 

monoadenylaci nebo o polyadenylace. TUT mají schopnost uridylace RNA. Hrají 
klíčovou roli při metabolismu RNA. Mohou svou činností zajistit dozrávání RNA nebo 
ji předurčit k degradaci (2). Uridylace také ovlivňuje onkogenezi či diferenciaci buněk 
(3). TUT mohou uridylaci provádět buďto samostatně nebo k ní využít kooperace s 
proteinovými partnery (4). Práce má za cíl poskytnout přehled o aktuálních poznatcích 
o terminálních nukleotidyltransferázách, především pak terminálních 
uridylyltransferázách a pokroku ve výzkumu jejich interaktomů. 
V experimentální části se práce zaměřuje na přípravu expresních konstruktů s TUT4 a 
TUT7, které mohou napomoci při identifikaci nových proteinových interaktomů těchto 
TUTáz. 
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2 TENT a posttranskripční modifikace 

2.1 Obecná charakteristika TENT 

Terminální nukleotidyltrasferázy, ve zkratce TENT, jsou rodinou proteinů patřící do 
nadrodiny DNA polymerázy β a jsou schopné posttranskripčně upravovat 3´ konce 
RNA přidáváním netemplátových nukleotidů, odkud také vznikl jejich název.   

Tuto schopnost mají díky své katalytické doméně, jejíž vlastnosti a strukturu sdílí 
s proteiny napříč nadrodinou DNA polymerázy β, kam se kromě TENT proteinů řadí i 

kanonické poly(A) polymerázy (PAP) (1). Společnou strukturu katalytické domény 
tvoří konzervovaná nukleotidyltransferázová doména (NTD) a doména odvozená 
od kanonické poly(A) polymerázy (z angl. PAP-associated domain) (2). 

Podíváme-li se blíže na strukturu domén, najdeme v NTD triádu konzervovaných 
aspartátů, které jsou pro katalytickou funkci domény nezbytné, jelikož v aktivním 
místě enzymu váží dva ionty kovu a napomáhají tak vazbě nukleotidů (5). Zvláštností 
zůstává, že kromě TENT1 (=TUT1, U6) postrádají terminální nukleotidyltransferázy 
specifický motiv rozpoznávající RNA (RRM), na rozdíl od kanonických poly(A) 
polymeráz, které jej mají (6).  

Během posledních let bylo postupně identifikováno a popsáno 11 lidských 
terminálních nukleotidyltransferáz. Na základě jejich substrátové specificity je pak 
můžeme rozdělit na nekanonické PAP, které vykazují preference vůči ATP a na 

terminální uridylyltransferázy (TUT), které preferují UTP. 
První skupina zahrnuje nekanonické jaderné poly(A)polymerázy, které jsou 

odpovědné za polyadenylaci mRNA a dalších produktů transkripce RNA polymerázy II. 
Do druhé skupiny se řadí TUTázy schopné rozpoznávat různé RNA substráty. Patří sem 
také ostatní nukleotidyltransferázy, které se podílejí na posttranskripčních 
modifikacích, jako je například adenylace, cytidylace, guanylace. Poslední, třetí, 
skupina pak zahrnuje enzymy se schopností přidání sekvence – CCA, které napomáhají 
dozrávání tRNA (8).  

Zmíněné modifikace mohou významně ovlivňovat či regulovat mnohé buněčné 
procesy, jako je například genová exprese (9,10).  

2.2 PAP – poly(A) polymerázy 

Existence polyA polymeráz přišla s objevem cytoplazmatické polyadenylace, která 
byla poprvé pozorována u organismu C. elegans (11). Polyadenylační aktivita byla 
následně spojena s aktivitou TENT2. Další nekanonické PAP byly identifikovány jako 
nekanonické na základě podobnosti právě s TENT2 (11). Organizace domén odpovídá 
příslušnosti k nadrodině TENT, nalezneme zde tedy NTD, která je u PAP konzervovaná, 
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doménu odvozenou od kanonických PAP, a v neposlední řadě katalyticky významnou 
trojici aspartátů (5).  

Z rodiny PAP u člověka najdeme zástupce TENT2, TENT4A, TENT4B, TENT5 a 
také mitochondriální poly(A) RNA polymerázu TENT6, jinak zvanou MTPAP. Všichni 
tito zástupci patří mezi nekanonické PAP a vykazují adenylační aktivitu. TENT4A a 
TENT4B z tohoto seznamu mírně vystupují, jelikož není jejich specificita zcela jasně 
vymezena (13). Mohou tak vystupovat jako PAP, ale zároveň i jako TUT. Podobná 
aktivita byla pozorována i u TENT1, která preferovaně vystupuje jako TUT, ale za 
podmínek oxidativního stresu mění svoje preference na UTP, jak ukázaly in vitro testy 
v buněčných esejích (14). Její aktivita je však stále velmi kontroverzní, jelikož vykazuje 
daleko větší afinitu k UTP, než ATP (15).  

Funkce jednotlivých zástupců PAP jsou velmi různorodé a v několika 
následujících podkapitolách budou postupně představeny. 

2.2.1 TENT2  

TENT2je první ze zástupců této rodiny. Jde o nekanonickou PAP u savců lokalizovanou 
v cytoplazmě i jádře (16). Poprvé byla její polyadenylační aktivita pozorována u oocytů 
Xenopus laevis (12). Později se prokázala její přítomnost u organismů C. Elegans, kde se 
nachází její homolog GLD2 (11), a D. Melanogaster (2) a nakonec i u savců, jako první u 
člověka a myši (12), kde však stále není její funkce dostatečně popsána. Po četných 
výzkumech na nižších organismech, jako jsou výše zmíněné, jí byla přisouzena role 
stabilizátora mRNA, který napomáhá translaci a reguluje ji. Tato schopnost se ukázala 

být důležitou součástí mnoha biologických procesů. Byla prokázána regulace rané 
embryogeneze a gametogeneze, kde hraje roli ve zpracování maternálního 
transkriptomu (17,18). Vedle těchto dějů byla regulace genové exprese polyadenylací 
pozorována i při synaptické plasticitě, která hraje důležitou roli při tvorbě dlouhodobé 
paměti (19,20). Kromě mRNA může regulovat stabilitu a funkci také miRNA. U té může 
vykazovat monoadenylační nebo oligoadenylační aktivitu, přičemž důsledky obou jevů 
se značně liší. Monoadenylací se zvyšuje stabilita molekuly, zatímco oligoadenylace ji 
označuje k degradaci (11,15). TENT2 také vykazuje homologii k TUT4 a TUT7, což by 
poukazovalo na jeho uridylační schopnosti. Existují předpoklady, že uridylace pre-
miRNA, konkrétně pre-let-7, v lidských buňkách může být prováděna alternativně 
proteinem TENT2 (21,22). Zatímco z lidských buněk byl izolován TENT2 
s uridylovanou pre-let-7 (23), při experimentech s využitím E.coli se však aktivita 

změnila zpět v adenylační. Výsledkem těchto experimentů bylo konstatování, že 
TENT2 je tedy po právu zařazen mezi PAP, nicméně může vykazovat i uridylační 
činnost (21).  
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2.2.2 TENT4  

TENT4 zástupce má dvě isoformy – TENT4A a TENT4B. Jedná se o homology proteinů 
Trf4p a Trf5p, které jsou součástí TRAMP komplexu v kvasinkách (118). Ten má 
různou adenylační aktivitu v závislosti na RNA substrátu, jehož osud je pak touto 
různorodou činností ovlivněn (24). Oba tyto proteiny jsou primárně jaderné (25), 
avšak TENT4A byl nalezen také v cytoplazmě. (26)  Zajímavostí u obou zástupců je, že 
při adenylaci nepřidávají na konce mRNA striktně pouze adenosiny. V řetězcích, které 
tvoří se objevují také residua ostatních bazí s preferencí ke guanosinu. Tato residua by 
mohla vést ke zpomalení deadenylace (13). TENT4A je v člověku dále exprimován ve 
dvou isoformách lišících se ve své N – terminální oblasti. Rozlišujeme tak TENT4A 

short (S) a TENT4A long (L). Zatímco TENT4A (L) se vyskytuje v jádře, inaktivní 
TENT4A (S) se lokalizuje i do cytoplazmy (26). Úloha TENT4A však není významně 
studována, jelikož se, na rozdíl od svého homologu TENT4B, nezapojuje do lidského 
TRAMP komplexu (27).  

2.2.3 TENT5 

U savců TENT5 rodina sestává ze čtyř evolučně konzervovaných a sekvenčně 
podobných homologů – TENT5A, TENT5B, TENT5C a TENT5D. Celá rodina TENT5 je 
tvořena nekanonickými PAP, jejíž zástupci se v různých počtech vyskytují u všech 
savců a jsou lokalizovány v cytoplazmě i v jádře (28). Ačkoli proběhly bioinformatické 
analýzy, jejich funkce nebyly do dnešního dne uspokojivě popsány, avšak díky známé 

struktuře TENT5B je známo, že TENT5 sdílí důležité katalytické domény, díky kterým 
je můžeme identifikovat jako nukleotidyltransferázy (30,103).  

2.2.4 TENT5A  

TENT5A je strukturně zatím popsán velmi spoře. Nedávno bylo postulováno, že spolu 
se svým homologem TENT5C hrají roli v polyadenylaci mRNA genů kódujících 
proteiny, které se objevují během procesu mineralizace kostí (104).  Je také ve zvýšené 
míře exprimován v embryonálních tkáních, i tkáních dospělých jedinců myší, které 
podléhají mineralizaci, což opět poukazuje na jeho funkci ve správné tvorbě kostí 
(105). Přesný mechanismus jeho působení však zůstává otázkou. 

2.2.5  TENT5B  

Jak bylo zmíněno výše, poměrně nedávno byla rozluštěna struktura homologa 
TENT5B v organismu Xenopus tropicalis (31), která posloužila jako modelová 
struktura proteinů TENT5 a díky které je předpokládáno, že proteiny z této rodiny sdílí 
katalytickou doménu i preferenci substrátu (30). Bylo zjištěno, že substrátově TENT5B 
cílí na RNA bohaté na adenosiny v blízkosti jejich 3´konce, což napovídá tomu, že 
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TENT5 proteiny pracují již na polyadenylovaných mRNA (30,31). Byla také 
specifikována lokalizace TENT5B, a to v jádře i cytoplazmě. Je velmi důležitý pro 
buněčnou viabilitu lidských embryonálních buněk. Jeho zvýšená exprese byla 
detekována v lidských embryonálních buňkách, naopak jeho úbytek nastal při procesu 
diferenciace buněk. Knock-out tohoto proteinu v lidských embryonálních kmenových 
buňkách byl letální, knock-down vyvolával apoptózu a inhiboval proteosyntézu (31). 
TENT5B je spojován s mnohočetným myelomem, kde je jeho nižší exprese dávána do 
souvislosti s nižší šancí přežití (30).  

2.2.6 TENT5C  

TENT5C je spojován s vývojem rakoviny. Výrazně nižší exprese byla zaznamenána 
v hepatocelulárním karcinomu, zatímco v normální jaterní tkáni byla hladina TENT5C 
vyšší (32). Podobné výsledky vykazovaly i karcinomy plic (33) či trávícího traktu (34). 
Důležitou roli má pravděpodobně i při mnohočetném myelomu. Při utišení genu pro 
TENT5C došlo k expresi proteinu WT a tím ke zvýšení proliferace. Byla také 
pozorována zvýšená produkce tohoto proteinu při aktivaci primárních splenocytů. 
Tyto poznatky ukazují na jeho onko – supresorový efekt (35).  

2.2.7 TENT5D  

TENT5D zůstává prozatím nejméně popsaným proteinem z rodiny TENT5. Silná 
poyladenylační aktivita u něj byla prokázána pouze in vitro (30). Nicméně se ukázalo, 

že je nadměrně exprimován v mozkovém kortexu myší, u kterých byla pozorována 
porucha chování připomínající poruchu autistického spektra, je proto s touto 
poruchou asociován (36). U člověka byla objevena přítomnost protilátek proti 
TENT5D, a to výhradně v plazmě lidí s diagnostikovanou rakovinou plic nebo varlat. 
Stává se tak potenciálním terapeutickým cílem u těchto onemocnění (37).  

2.2.8 TENT6 

TENT6 neboli MTPAP je zástupce rodiny TENT proteinů identifikovaný 
v mitochondriích (38). Zatímco v rostlinách a prokaryotických organismech má 
označení mitochondriální mRNA polyA koncem za následek degradaci a jedná se tak o 
destabilizační modifikaci, v eukaryotických organismech dovytváří chybějící UAA stop 

kodon a regulují tak translaci (39,40). Do jaké míry přispívá stabilizaci u eukaryot 
zůstává nejednoznačné (41). Nedostatek MTPAP pak vedl ke snížení hladiny a narušení 
maturace tRNATyr a tRNACys, což napovídá tomu, že polyadenylace může mít vliv i na 
dozrávání a stabilitu specifických mitochondriálních tRNA (42).  
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2.3 TUT – terminální uridylyltransferázy 

Uridylace je po adenylaci druhým z typů posttranskripční editace RNA, a zároveň se 
jedná o druhou nejčastější modifikaci. Jde o proces, kdy se na konec 3´ RNA připojuje 
od jednoho až po 20 a více uridinů (2). Počet přidaných uridinů pak závisí na typu RNA 
substrátu a jeho dalším osudu v RNA metabolismu, jelikož právě počet přidaných 
uridinů určuje, co se substrátem bude dále dít. Může tak být regulována genová 
exprese, dozrávání kódující i nekódující RNA, ale také může docházet ke změnám její 
stability či biologické funkce. Tyto změny mají pak vliv na metabolismus RNA a jsou 
spojovány s četnými onemocněními (7).  

Proces uridylace byl poprvé pozorován u rostlin, studovaným modelem byl 
Arabidopsis thaliana, neboli Huseníček rolní (43). V průběhu let byla pak uridylace 
pozorována v mnoha eukaryotních organismech, jako jsou například trypanozomy 
(44), houby (45) či savci (46). U rodu Saccharomyces cerevisiae bylo naopak 
pozorováno snížená uridylační aktivita (7). Stejně tak byla pozorována i na různých 
RNA substrátech, mezi nimiž najdeme mRNA, fragmenty mRNA, snRNA, miRNA či 
jejich prekurzory (9). Strůjci tohoto netemplátového procesu RNA uridylace jsou pak 
enzymy zvané terminální uridylyltransferázy, zkráceně TUTázy. 

Jak bylo řečeno výše, TUTázy patří do nadrodiny DNA polymerázy β. Tomu 
odpovídá i povaha jejich katalytické domény, která je tvořena, stejně jako u ostatních 
TENT, nukleotidyltransferázovou doménou a doménou odvozenou od 
poly(A)polymerázy. Tato doména se následně vyvinula do podoby, kdy přednostně 

váže uridintrifosfát (UTP), namísto adenosintrifosfátu (ATP) (7).  
V současné době jsou potvrzená TUTázová aktivita u tří členů rodiny TENT – 

TUT1, TUT4 a TUT7, které se od sebe více či méně liší. Prvním zásadním rozdílem je 
lokalizace. Zatímco TUT1 je jaderný protein (47), TUT4 a TUT7 jsou lokalizovány 
v cytoplazmě (48). Tato rozličná lokalizace tak pro jednotlivé TUTázy určuje i rozdílné 
RNA substráty. Zároveň, jak bylo zmíněno v kapitole Obecná charakteristika TENT, 
TUT1 má jako jediná specifický RNA motiv, který TUT4 i TUT7 postrádají. I sekvenčně 
se TUTázy pomyslně rozdělují na TUT1 a TUT4 s TUT7, jelikož TUT4 a TUT7 jsou si 
sekvenčně velice podobné a předpokládá se, že TUT7 se vyvinula po boku TUT4 jako 
její homolog, zatímco TUT1 je od zbylých dvou sekvenčně odlišná (49).  

Podíváme-li se na samotný proces uridylace, její následny podléhají vícero 
faktorům a velice záleží na typu substrátu a přítomnosti interagujících proteinů. Podle 

těchto faktorů je pak molekula uridylována buďto jednotlivými uridiny nebo dochází 
k polyuridylaci. Tyto rozdílné jevy se pak promítají do průběhu mnoha biologických 
procesů u vyšších organismů, mezi které patří diferenciace a vývoj zárodečných buněk 
či imunitní odpověď vůči infekcím (3). Dále například embryonální vývoj, kdy je 
původní uridylovaná mRNA degradována a nahrazena syntetizovaným zigotickým 
transkriptem (50). Během dozrávání oocytů jsou uridylovány a následně degradovány 
některé maternální transkripty, jejichž zánik je nutný pro správný průběh dozrávání 
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(15). Skrze destabilizaci mRNA uridylací dochází také k regulaci translace (51). 
Zároveň hraje roli ve správném průběhu spermatogeneze (52). S degradací 
uridylované mRNA je také spojována apoptóza, degradace na základě uridylace by 
mohla být totiž jedním z prvních příznaků zahájení buněčné smrti (53). Uridylace 
probíhá hojně také na prekurzorech miRNA, konkrétně u rodiny miRNA let-7, kde jsou 
upravovány pre-let-7 pre-miRNA a na základě délky polyU konce jsou degradovány 
nebo označeny k dozrání. Pozorována byla i uridylace histonové mRNA či ncRNA. Na 
těchto příkladech je vidět, že substráty pro uridylaci mohou být opravdu různorodé, 
stejně jako jejich zapojení do rozličných biologických procesů. 

2.3.1 TENT1, také TUT1, U6 TUT 

TENT1 je mezi obratlovci protein evolučně vysoce konzervovaný a najdeme ho ve 
všech typech lidských tkání (2). Struktura TENT1 byla popsána jako první z proteinů 
TUT ve vyšších eukaryotických organismech. Jak bylo zmíněno v kapitole Obecná 
charakteristika TENT i Obecná charakteristika TUT, TENT1 jako jediný z rodiny těchto 
proteinů má typický RNA rozpoznávací motiv. Ten se nachází na jako N – terminálním 
konci spolu s motivy zinkových prstů, následuje doména pro vazbu RNA (RNA-binding 
domain) asociovaná s kinázu (KA-1) a na C – terminálním konci je signální sekvence 
pro jadernou lokalizaci (47,15).  

Hlavní úlohou TENT1 je uridylace U6 snRNA, tedy malé jaderné RNA (54).  
U6 snRNA je vysoce konzervovaná RNA ze skupiny malých RNA nacházejících se 

v eukaryotických spliceozomech, což jsou ribonukleoproteinové komplexy 

zodpovědné za sestřih pre-mRNA (9,55). Pro jejich správnou funkci jsou nezbytné 
právě malé RNA, jako je zmiňovaná U6 snRNA. Kromě ní se ve spliceozomech vyskytují 
navíc ještě U1, U2, U4 a U5 snRNA. U6 snRNA v lidském organismu jako vznikající 
transkript obsahuje na svém konci 3´sekvenci čtyř uridinů. Tyto uridinu fungují jako 
terminační sekvence pro RNA polymerázu III, kterou je U6 snRNA přepisována. Po 
dokončení přepisu přichází La protein se schopností se vázat na polyU konec a zajistit 
tak stabilitu vznikající snRNA. Pro další vývoj dozrávání jsou nutné dvě opačné reakce. 
V dalším kroku La protein odstupuje, aby se na konec 3´ se čtyřmi uridiny mohlo 
připojit dalších 16 uridinů do celkové délky polyU konce 20 uridinů (55). Tuto 
oligouridylaci katalyzuje zmiňovaná TENT1. Pro stabilizaci je však následně nutné, aby 
byl polyU konec zkrácen. Děje se tak prostřednictvím 3´- 5´ exonukleázové aktivity 
proteinu USB1 (Mpn1), který zkrátí polyU konec na pouhých pět uridinů. Protein USB1 

zároveň katalyzuje tvorbu cyklického fosfátu na posledním z uridinů. Vzniká tak konec 
s 2´, 3´- cyklickým fosfátem, který zajistí stabilitu zralé snRNA (56,55,57). Kdyby k této 
stabilizační úpravě nedošlo, byl by konec 3´adenylován a degradován (56).  

Průběh tohoto dozrávání se mírně liší v případě kvasinek, kde jsou uridiny na 
konec 3´přidávány již během samotné transkripce a na konci je RNA buďto ukončena 
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cyklickým fosfátem, stejně jako je tomu u člověka, nebo hydroxylovou funkční 
skupinou (57).  

Kromě vysoké afinity k UTP, díky které je TENT1 schopen uridylace, má také 
afinitu k ATP, ale o něco nižší. TENT1 se tak stává proteinem s poměrně kontroverzní 
schopností zastávat také funkci jaderné PAP. Pro preferenci ATP jako substrátu však 
potřebuje speciální podmínky v podobě oxidativního stresu. Cílovou RNA je zde 
specifická mRNA, která hraje roli v procesu oxidativního stresu. Ta je následně TENT1 
polyadenylována za účasti proteinu PIPKIα a celý proces reguluje protein PtdIns4,5P2 
(58).  

2.3.2 TUT4 a TUT7 

V kapitole Obecné charakteristiky TUT bylo zmíněno, že TUT4 a TUT7 jsou si po 
strukturní i sekvenční stránce velice podobné. I z pohledu velikosti jsou si oba proteiny 
blízké – TUT4 má 185 kDa, TUT7 171 kDa.  

Doménové uspořádání obou TUTáz je také velice podobné. Obsahují čtyři domény 
zinkových prstů, tři aspartáty a NTD domény, podobně jako ostatní zástupci nadrodiny 
TENT. 

Zapojují se při uridylaci různorodých substrátů, jako bylo naznačeno v kapitole u 
terminálních uridylyltransferázách obecně. Obě se tedy podílí na uridylaci mRNA, 
která byla u rostlin a savců pozorována na zcela či částečně deadenylovaných 
3´koncích mRNA. Oligouridylace takových mRNA pak vedla k jejich rychlejší degradaci 
(51).  

TUT7 také katalyzuje uridylaci histonové mRNA. Většina histonová mRNA je 
závislá na replikaci DNA, to znamená, že po konci replikace probíhající během S – fáze 
buněčného cyklu je nutné co nejdřívější zastavení její exprese. Důležitou součástí 
tohoto procesu je degradace vzniklé histonové mRNA, která se realizována právě díky 
zásahu TUT7 a jejímu přidání uridinů (59,60). Zajímavostí je, že některé výzkumy 
poukázaly i na stabilizační funkci uridylace, a to v případě přidání pouze 1 či 2 uridinů. 
Zajistí se tak totiž správná délka histonové mRNA pro její funkci (61).  

Oba homology jsou také hojně zkoumány v souvislosti s důležitou rolí 
v metabolismu miRNA, která přispívá k regulaci mnohých biologických procesů, jak 
bude popsáno níže. 



MIRNA 

31 

3 miRNA 

miRNA, zkráceně z microRNA, jsou malé nekódující fragmenty RNA o délce menší než 
25 nukleotidů. Zastávají funkci negativních regulátorů mRNA neboli tzv. „gene 
silencers“. Po dozrání jedno vlákno miRNA vytvoří součást tzv. RISC komplex (z angl. 
induced silencing complex), který komplementárně nasedá na nepřekládanou oblast 
mRNA, tzv. UTR (z angl. untranslated region), kde negativně reguluje její translaci jako 
inhibitor translace nebo destabilizátor mRNA a tím i genovou expresi a proteosyntézu 
(62,63).  

Zrání miRNA má dva kroky. V prvním stádiu je pri-miRNA vyprodukována v jádře 

pomocí RNA polymerázy II a prodloužena RNA polymerázou III. Tato pri-miRNA je 
následně štěpena jadernou RNázou III, zvanou Drosha. Produktem štěpení je 
prekurzor miRNA, nazývaný pre-miRNA. Pre-miRNA je následně transportována do 
cytoplazmy prostřednictvím komplexu Exportin5/Ran GTP, kde Ran GTP vystupuje 
jako kofaktor (64). V cytoplazmě je pre-miRNA dále štěpena proteinem Dicer 
s endoribonukleázovou aktivitou a navázána na Ago protein. Kromě kooperujícího 
Ago2 proteinu s Dicerem spolupracují ještě 2 proteinoví partneři – 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), jejichž přítomnost je pro funkci Diceru esenciální. Touto finální úpravou vzniká 
zralá miRNA. Jedno z vláken takto vzniklé miRNA se následně typicky odděluje a spolu 
s proteiny Ago a Dicer tvoří RISC komplex. RISC komplex se poté účastní jevu zvaného 

RNA interference, během kterého je regulována genová exprese buďto inhibicí 
translace a destabilizací mRNA, v případě nedokonalé komplementarity vlákna miRNA 
k mRNA vláknu, nebo sestřihem a degradací mRNA v případě dokonalé 
komplementarity (62,63). Celý proces demonstruje schéma níže (obr.1). 
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3.1 miRNA rodina let-7 

let-7 rodina miRNA je studována v souvislosti s TUTázami a jejich uridylační aktivitou, 
jelikož je to právě tato miRNA, jejíž dozrávání TUTázy zásadně ovlivňují. 
miRNA let-7 byla poprvé pozorována u rodu háďátek (68,69), následně potvrzená u 
mnoha organismů včetně člověka (70). Je vysoce konzervovaná a předpokládá se, že 
hraje významnou roli během vývoje kmenových buněk a během jejich diferenciace 
(71). Také ovlivňuje proliferaci a viabilitu buněk, čímž ovlivňuje i rakovinné bujení. Při 
výzkumu karcinomu plic bylo pozorováno snížené množství let-7, což poukazuje na její 
možný supresorový efekt vůči onkogenezi (72).  

V této souvislosti byla prokázána také spojitost mezi expresí proteinu Ras a 
hladinou let-7. mRNA protoonkogenu Ras má totiž část své sekvence komplementární 
k sekvenci miRNA let-7. RISC komplex s vláknem let-7 se tedy může navázat na UTR 
sekvenci tohoto onkogenu, utlumit jeho expresi a snížit tak riziko vzniku nádoru 

zvýšenou proliferací, kterou RAS způsobuje. Snížené množství let-7 tedy zvyšuje riziko 
onkogeneze, zatímco jeho vyšší hladina zabezpečuje buněčný cyklus, angiogenezi a 
buněčnou adhezi (73,74).  

Jak je popsáno níže v kapitole TUT4 a TUT7 v procesu miRNA dozrávání, aby byla 
let-7 degradována, musí do procesu dozrávání zasáhnout proteinový partner TUTázy, 
který jejím prostřednictvím zapříčiní škodlivé snížení množství let-7 (75). Z toho 

Obrázek 1 – biogeneze miRNA. RISC: RNA-indukovaný tišící kom-

plex; Ago: Argonaute proteinová rodina. (upraveno dle 67) 
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důvodu se na TUT proteiny začalo pohlížet jako na možné terapeutické cíle (76). 
Středem zájmu jsou malé interagující molekuly, které by mohly mít na TUTázy 
inhibiční efekt. In vitro bylo nalezeno mnoho potenciálních inhibitorů, ne všechny však 
uspěly i při testech v buňkách. Slibným zástupcem se stal hydrát aurothioglukózy, 
který projevil inhibiční schopnost vůči uridylační aktivitě TUT4. Tato látka navíc byla 
již klinicky použita při léčbě revmatoidní artritidy (76). Kromě toho byly také 
pozorovány důkazy jejího supresorového vlivu na rozvoj karcinomu plic (77). Stává se 
tak potenciálním kandidátem pro léčbu rakoviny. 
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4 TUT4 a TUT7 v procesu miRNA dozrávání 

Během dozrávání miRNA, které je popsáno výše v samostatné kapitole, se do procesu 
zapojuje vícero regulačních proteinů. Mezi ty se řadí i zmiňované terminální 
uridylyltransferázy, které do dozrávání zasahují v průběhu úprav pre-miRNA pre-let-
7, což je prekurzor miRNA z rodiny let-7. Během této fáze mohou TUTázy vstoupit do 
procesu, a ještě před úpravou Dicerem určit, zdali bude daná molekula dále 
upravována nebo degradována. TUT tak činí rozličnou uridylační aktivitou. Mohou 
vykazovat aktivitu jak monourydylační (23), tak oligouridylační. Charakter urydilační 
činnosti pak závisí na přítomnosti či absenci proteinového partnera a na počtu 

nukleotidů přesahujících na 3´konci pre-let-7 (78).  
Prekurzory let-7 se dělí na dvě skupiny označované I a II. U skupiny I nalezneme 

na 3´konci přesah o délce 2 nukleotidů. U skupiny II tvoří tento přesah pouze jeden 
nukleotid (23).  

Monourydilace probíhá na pre-let-7 ze skupiny II, tedy s přesahem 1 nukleotidu 
na 3´konci a je realizována bez účasti proteinových partnerů. TUT má tak schopnost 
přidat pouze jeden uridin na 3´ konec a poté ztrácí svoji aktivitu. Uridinem označená 
pre-let-7 dále pokračuje k úpravám proteinem Dicer a zapojuje se to zmiňovaného 
komplexu RISC, který může regulovat translaci (23,78).  

Naopak oligouridylace probíhá za účasti proteinového partnera a na substrátech 
ze skupiny I i II, TUTáza tak přidává více uridinů a označuje molekulu k degradaci 
(79,78), která probíhá prostřednictvím proteinu s exonukleázovou aktivitou DIS3L2 

(75). 
Celý proces schematicky popisuje obrázek níže, kde je proteinovým partnerem 

Lin28. Lin28 se stal prvním a prozatím nejlépe popsaným proteinovým partnerem 
TUTáz. Identifikace interaktomů TUTáz, kteří regulují jejich enzymatickou aktivitu je 
velice unikátní záležitost, i proto na byla tato práce na jejich hledání zaměřena. 
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Je dobré zmínit, že absenci TUTáz může částečně kompenzovat činnost TENT2, který 
má smíšenou substrátovou specifitu, jak je popsáno v jeho samostatné kapitole (15).  

4.1 Lin28 

Postupem času se daří odhalovat ony zmiňované proteinové partnery, které činnost 
TUTáz ovlivňují. 

Prvním z nich je Lin28 objevený v C.elegans (4), který se vyskytuje ve dvou 
homolozích – Lin28A a Lin28B (4). Na jeho N-terminálním konci najdeme cold-shock 
domain (CSD), na jeho C-terminálním konci pak zinkový prst (ZKD). Obě domény jsou 
kódovány paralelně v obou homolozích LIN28A a LIN28B a zároveň jsou obě tyto 

domény zahrnuty v procesu rozeznávání substrátu (80,81). Ukázalo se, že kromě 
specifity k pre-let-7 může LIN28 interagovat i s pri-let-7, tedy ve stavu před zásahem 
Drosha proteinu. Byly také provedeny studie poukazující na to, že Lin28 je schopný 
interakce i s mnohými mRNA transkripty a může tak hrát roli v regulaci translace a 
sestřihu (82,83,84). Kooperace probíhá jak s TUT4, tak s TUT7. 

Byla také pozorována vyšší afinita CSD k substrátu pre-let-7, než jakou vykazuje 
ZKD. CSD se váže na vlásenku substrátu, zatímco ZKD interaguje s GGAG motivem ve 

Obrázek 2 - proces úpravy pre-miRNA proteiny TUT4 a TUT7 

se zapojením Lin28 (upraveno dle (10)) 
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vypoulené části pre-let-7. Tvoří se tak komplex Lin28:pre-let7. S tím pak interaguje N 
– terminální konec TUTáz, na kterém se nachází modul pro interakci s Lin28 (85,48). 
Kromě toho se také váže na GGAGA motivy ve vlásenkách cílových mRNA (48,84).  

Přestože Lin28A a Lin28B sdílí velkou část struktury i podobnou aktivitu, 
mechanismus jejich působení na let-7 je rozdílný. Rozdíly začínají již v lokalizaci, kdy 
Lin28A je přednostně cytoplazmatický protein a Lin28B se zdržuje spíše v jádře díky 
přítomnosti domény pro jadernou lokalizaci. Na základě tohoto rozdílného umístění se 
liší princip vlivu na metabolismus miRNA. Jak bylo popsáno výše, než se pre-miRNA 
dostane z jádra, je upravována Drosha komplexem ještě ve své pri-miRNA podobě. Na 
ni se váže Lin28B a blokuje úpravu zmíněným komplexem. Nedojde tak ani k úpravě 
v pre-miRNA a jedná se tak o mechanismus nezávislý na TUT proteinech (86).  

Lin28A využívá naproti svému homologu mechanismy na TUT proteinech 
závislých. Je to právě tento homolog, který se váže přímo na pre-let-7, konkrétně na její 
GGAG motiv, jak je popsáno výše. Lin28A vstupuje do procesu až po úpravě proteinem 
Drosha, kdy se pre-miRNA dostává do cytoplazmy (86). Svojí vazbou vytvoří podmínky 
pro oligouridylaci, která následně inhibuje úpravu Dicer proteinem. Na konci pre-let-
7 tak zůstává polyU konec, který je velmi preferovaným cílem zmiňované exonukleázy 
DIS3L2 (87).  

4.1.1 Zapojení Lin28 v onkogenezi 

U obou homologů byla objevena souvislost mezi jejich zapojením do procesu uridylace 
a onkogenezí. Jak je popsáno výše v kapitole o rodině miRNA let-7, u mnohých případů 

nádorů byla pozorována její snížená exprese, za kterou je zodpovědný právě Lin28, 
který následně dále usnadňuje buněčnou transformaci a onkogenezi. Let-7 má 
supresorový efekt vůči onkogenům díky zapojení do RISC komplexu popisovaného 
výše a její snížená hladina tedy směřuje k vyšší pravděpodobnosti vzniku nádoru. 
Během snížení množství let-7 byla zároveň v nádorech detekována zvýšená exprese a 
aktivace Lin28. Toto pozorování dokazuje korelaci mezi jeho expresí a hladinou let-7 
a tedy i jeho vliv na dozrávání let-7. Dojde-li však k opětovnému přísunu let-7 
ektopickou expresí v již transformované buňce, je tento efekt zvrácen a vznikající let-
7 inhibuje další expresi Lin28 (86,88).  
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Je-li Lin28 exprimován, dochází tedy k degradaci let-7, což vede ke zvýšení 
buněčné proliferace. Naopak útlumem Lin28 vyšší hladinou let-7 je zapřičiněn 
buněčný cyklus (74). Jev je vyobrazen na schématu (Obr.3). 
Na schématu můžeme kromě miRNA let-7 povšimnout i vlivu miRNA-125 a miRNA-
200. Jedná se totiž o dvě další rodiny miRNA, které se při rakovině vyskytují v buňkách 

ve sníženém množství a také disponují schopností inhibice exprese Lin28 (74).  
Při diagnostice byla pozorována horší prognóza se zvyšující se expresí Lin28, 

zatímco jeho redukce zpomalila růst nádoru. Tento protein se tak stává vhodným 
terapeutickým cílem pro léčbu rakoviny (89). V nedávné době byly zkoumány také 

malé molekuly derivátů pyrrolinu inhibující Lin28, z nichž nejslibnější C902 vykazoval 
pozitivní výsledky i v testech na lidských nádorových buňkách (JAr cells), kde jasně 
zvýšil expresi let-7 (80). Ukazuje se tedy, že malé molekuly mohou mít v souvislosti 
s blokací Lin28 velký terapeutický potenciál. 

4.1.2 Role Lin28 v buněčné diferenciaci 

Při výzkumu indukovaných pluripotentních kmenových buněk bylo zjištěno, že se 
Lin28 zapojuje spolu se třemi dalšími faktory, OCT4, NENOG a SOX2, do přeměny 
somatických buněk na nediferencované kmenové buňky a zachovává tak jejich 
pluripotenci (90,86). Rychlost těchto přeměn navíc korelovala se vzrůstající buněčnou 
proliferací (106). Předpokládá se tak, že rychlost se pravděpodobně zvyšuje 
navozením buněčné proliferace právě proteinem Lin28 (107). Během výše zmiňované 
studie se povedlo s příspěvkem Lin28 ze somatických buněk vytvořit indukované 

Obrázek 3 - Schéma vlivu exprese Lin28 na let-7 a expresi Ras proteinu a 

jejich vlivu na buněčné procesy (upraveno y 74) 
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pluripotentní buňky se všemi charakteristickými znaky embryonálních kmenových 
buněk, které by mohly v podobě stabilních linií sloužit pro další výzkum na poli 
transplantační medicíny nebo vývoje léčiv (90).  

4.2 MOV10 

Potenciálním proteinovým partnerem TUT4 i TUT7 je MOV10 helikáza. Ta se zapojuje 
při transpozici LINE-1 (91).  

LINE – 1, také L1, jsou třídou I transpozonů, tzv. retrotranspozony. 
Retrotranspozony jsou typem transpozonů vyskytujících se běžně v sekvenci DNA. 

Jejich transpozice probíhá přepisem do RNA, která je pak reverzní transkripcí 
přeložena zpět do DNA v cílovém místě. Fungují na principu „zkopírovat a uložit“, což 
znamená, že se daná sekvence zreplikuje. LINE (z angl. long interspersed nuclear 
elements) jsou pak typem autonomních non – LTR (z angl. long terminal repeat) 
retrotranspozonů. Autonomní v tomto případě znamená, že ve své sekvenci kódují 
proteiny potřebné pro realizaci retrotranspozice. LINE – 1 představují 17 % lidského 
genomu (92).  

TUT4 a TUT7 se v retrotranspozici zapojují přidávám uridinů na konec 3´ L1 
retrotranspozonů, což má, dle předpokladů, za následek jejich degradaci. Umlčení 
TUTáz v buňce způsobilo navýšení retrotranspozice oproti kontrole bez TUTáz i stavu, 
kdy TUTázy přítomny byly. Prokázal se tak redukující charakter uridylace na 
retrotranspozici L1 (91). Tento fenomén byl zkoumán i u TUT1 a dalších příslušníků 

rodiny TENT, ajkožto TENT2, TENT4B a TENT5C, nicméně u žádného se nepotvrdil 
(91). Byl také pozorován nárůst uridylace L1 mRNA v lidských buňkách s nadměrnou 
expresí TUT4, TUT7 a MOV10. Vliv přítomnosti uridinů na samotnou retrotranspozici 
však není zatím zcela jasný.  Předpokládá se, že právě uridylace zastává hlavní 
regulační roli retrotrasnpozice L1 v savčích buňkách, jelikož je možná ve všech typech 
buněk, ve kterých k retrotranspozici L1 dochází (91).  

Protein L1 – ORF1p má ochrannou funkci zabraňující uridylaci L1 mRNA. Jelikož 
MOV10 funguje jako helikáza, předpokládalo se, že by mohla narušovat tuto ochrannou 
funkci a usnadňovat tak TUT proteinům jejich činnost. Výsledky experimentů 
prokázaly schopnost MOV10 blokovat ochranný efekt L1 – ORF1p a tím podpořily 
hypotézu o spolupráci MOV10 a TUT4/7. Přímé prokázání spolupráce těchto proteinů 
však stále chybí (91). 

4.3 TIFA 

TIFA byl identifikován v roce 2003 jako protein interagující s TRAF6 v kvasinkách (93). 
Později byl izolován i ze savčích buněk jako protein interagující s TRAF2 (94).  
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Jako TRAF se označuje skupina cytokinů vystupujících jako faktory nádorové 
nekrózy. Jsou produkovány makrofágy v rámci imunitní odpovědi. Makrofágy jsou 
například stimulováni lipopolysacharidy (zkráceně LPS) obsaženými v membránách 
gramnegativních bakterií (95). Vazbou mezi TIFA a TRAF6 se aktivuje TAK1, který je 
spojován s apoptózou a IKK enzymový komplex zapojující se v odpovědi na zánět 
(96,97).  

Mechanismy regulace interakcí TIFA a TRAF však nejsou zcela jasné. Ve snaze 
odhalit interagující proteiny zapojené do regulace byly provedeny experimenty s LPS 
– stimulovanými makrofágy v lidských buňkách. Mezi nalezenými proteiny se objevila 
i TUT4, která je zajímavá z důvodu přítomnosti zinkových prstů na N – terminálním 
konci, jako je tomu u již identifikovaných molekul interagujících s TRAF6. Zvláštností 

bylo nalezení dvou homologů TUT4, jeden o délce 60 kDa, druhý o délce 200 kDa. Byly 
proto pojmenovány TUT4S (short) a TUT4L (long) (95).  

Exprese TUT4 byla bez další stimulace pozorována výhradně v jádře, zatímco po 
aplikaci LPS se objevila i v cytoplazmě, kde byla pozorována 1/3 z celkového množství 
TUT4L. Byla také potvrzena interakce mezi TUT4 a TIFA faktorem. Další výsledky 
ukázaly, že vazba TUT4 na TIFA podléhá regulaci pomocí LPS (95). Vzhledem k tomu, 
že je mezi těmito proteiny potvrzená možnost interakce, nelze vyloučit, že by se i TIFA 
mohla zařadit na seznam potenciálních proteinových partnerů TUT4. 
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5 Teoretický úvod k metodám 

5.1 Proximity labeling 

Proximity labeling metody se stávají možnou alternativou imunoprecipitačních metod 
značení proteinů pro pozdější charakterizace (98). Principem je vytvoření konstruktu 
obsahujícím doménu pro enzym se schopností přidávat vybranou molekulu na 
proteiny a sekvencí proteinu zájmu. Mezi současně využívané enzymy patří například 
APEX (z angl. ascorbic axid peroxidase) (99), APEX2 (100) nebo ligáza izolována z E.coli 

pojmenovaná BioID (101). 
Při samotných experimentech je pak většinou nutno dodat substrát. Současně 

hojně používaná je BioID doména, kde je značící molekulou biotin.  S postupem času 
bylo vytvořeno několik variant domén pro biotinylaci s různou náročností na 
podmínky či rozdílnými rychlostmi biotinylace. Mezi tyto alternativy se řadí BioID2, 
což je ligáza izolovaná z Aquifex aeolicus, a následně TurboID a miniTurboID, které 
kombinují netoxické chování BioID a vysokou efektivitu APEXu (98). Zatímco starší 
typy vyžadovaly kromě přídavku biotinu také přídavek H2O2, novějším modelům, jako 
je zmiňované TurboID a miniTurboID, již postačuje pouze přídavek biotinu. Následně 
lze využít afinity biotinu ke streptavidinu a značené proteiny tak pomocí něj izolovat 
z lyzátu a použít k dalším analýzám (102). V této práci je používána varianta 
miniTurboID. Ta disponuje oproti starším modelům značně zvýšenou rychlostí. Z 18 

hodin potřebných u experimentů s doménou BioID byla nutná reakční doba pro 
miniTurboID snížena na 10 minut. Také byla snížena potřebná koncentrace biotinu 
(98).  
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6 Hypotéza a cíle práce 

Hypotéza: Činnost lidských terminálních uridylyltransferáz je regulována 
proteinovými partnery. 

Cíl práce: identifikace proteinových partnerů TUTáz 

Dílčí cíle práce: 
- Příprava expresních konstruktů s TUT4 nebo TUT7 a doménou miniTurboID 

- Testy exprese v lidských buněčných liniích 
- Biotinylační testy 
- Příprava stabilních buněčných linií 
- Biotinylační experimenty s následnou analýzou značených proteinů MS 



METODY 

42 

7 METODY 

7.1 Plasmidy 

7.1.1 Příprava konstruktu pcDNA5 pro expresi TUT4 a TUT7 

Pro expresi TUáz v lidských buňkách jsme zvolili pcDNA5. Jedná se o expresní vektor 
pro lidské buňky s rezistencí k antibiotiku Ampicilin a Hygromycin B. Obsahuje také 
klonovací místos řadou sekvencí rozpoznávaných restrikčními enzymy. Vyskytují se 
zde dva promotory, a to CMV a T7. 

Plasmidy pocházely z databáze RNA laboratoře a staly se výchozími konstrukty 
pro mou experimentální práci. Níže jsou vykresleny mapy plasmidů vyhotovené 
pomocí programu Genious. 

Obrázek 3 - mapa plasmidu V569 s TUT4 
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7.1.2 3xHA-miniTurbo-NSL_pCDNA3 

3x HA-miniTurbo-NSL_pCDNA3 byl dán darem od Alice Ting (Addgene plasmid # 
107172, http://n2t.net/addgene:107172, RRID:Addgene_107172).  

Obrázek 4 - mapa plasmidu V867 s TUT7 

Obrázek 5 - mapa plasmidu 3x HA-miniTurbo-NSL_pCDNA3 

http://n2t.net/addgene:107172
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Obsahuje rezistenci na Ampicilin. Důležitým prvkem je zde miniTurboID, které 
zajišťuje značení proteinů biotinylací. (98) Tento vektor se stal mým druhým výchozím 
konstruktem. 

7.1.3 Primery 

Veškeré používané roztoky primerů byly 10 µM. 
Tabulka 1 tvoří přehled primerů používaných při amplifikaci genu pro 

miniTurboID pomocí PCR. Tyto primery jsou navrženy tak, aby na oba konce 
amplikonu přidávaly restrikční místo NotI, které byla později použito pro ligaci do 
plasmidu pcDNA5 s TUT4/7. 

V práci užívané primery používané během experimentů pochází od firmy Eurofins 
Scientific. 

7.1.4 Markery pro gelovou elektroforézu 

V této práci jsou používány markery pro gelovou elektroforézu 1 kb a 100 bp, oba od 
společnosti Applichem. 

7.2 Příprava insertu – miniTurboID  

7.2.1 Namnožení vektoru a jeho izolace 

Jelikož byl vektor dodán ve formě kultury s bakteriemi E.coli obsahujícími tento vektor, 
bylo nejprve nutné přeočkovat kulturu na Petriho misky s LB (dle Luria-Bertani) 
agarem a Ampicilinem, aby bylo možno získat jednotlivé kolonie a z nich vyizolovat 
DNA. 

1. Špičkou pipety bylo odebráno malé množství kultury ze zásobní lahvičky a křížo-
vým roztěrem byla nanesena na Petriho misku LB s agarem a Ampicilinem. 

2. Statická kultivace probíhala na 37 °C přes noc. 
3. Po kultivaci byly připraveny 50 ml uzavíratelné falkony o objemu 50 ml, kam bylo 

napipetováno 5 ml LB média a 5 µl Ampicilinu o koncentraci 50 mg/ml (Appli-
Chem, Německo). 

4. Špičkou pipety byly následně sbírány jednotlivé kolonie, a i se špičkou jednotlivě 

vloženy do připravených zkumavek s LB médiem a Ampicilinem. 
5. Proběhla druhá kultivace za stálého třepání při 37 °C přes noc. 

Po kultivaci následovala izolace DNA z buněk. 
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7.2.2 Izolace plasmidové DNA 

Izolace plasmidové DNA z bakteriálních buněk po kultivaci v tekutém LB médiu byla 
provedena pomocí GenElute™ Plasmid Miniprep Kit (Sigma – Aldrich s.r.o., USA). 
Principem je lýze buněk, denaturace DNA – i plazmidové, i genomové – následná 
renaturace pouze plazmidové DNA, očištění od proteinů, lipidů a solí. 

1. Bylo stočeno 1200 µl buněk při 13 000 g po dobu 1 minuty. Supernatant byl odlit. 
2. K peletu bylo přidáno 200 µl pufru s obsahem RNáz. Roztok byl vortexován do 

úplného rozmíchání peletu.  
Pufr byl složen z 50mM Tris.Cl s pH=8, 10mM EDTA a RNáz o koncentraci 100 
µg/ml. 

3. Dále bylo přidáno 200 µl lyzačního roztok, směs byla jemně promíchána a pone-
chána 3 minuty stát. Došlo k lýzi buněk. 

4. Bylo přidáno 350 µl neutralizačního roztoku, došlo k vysrážení DNA a proteinů. 
5. Směs byla stočena při 13 000 g po dobu 15 minut. Plasmidová DNA zůstává v so-

lubilní části supernatantu. 
6. Zbylá tekutina byla přepipetována do kolonky pro přečištění.  
7. Kolonka byla stočena při 13 000 g po dobu 1 minuty. Stočený roztok byl odlit. 
8. Bylo přidáno 500 µl doplňkového čistícího roztoku. Kolonka byla stočena při 

13 000 g po dobu 1 minuty. Supernatant byl odlit. 
9. Dále bylo přidáno 750 µl čistícího roztoku. Opět byla kolonka stočena při 13 000 g 

po dobu 1 minuty. Po odlití supernatantu byla kolonka stočena ještě jednou bez 

přidání dalších roztoků, aby došlo ke stočení zbytkových roztoků v kolonce. 
10. Kolonka byla přemístěna do čisté zkumavky a pro eluci bylo přidáno 50 µl vody 

o teplotě 50 °C. 
11. Kolonka byla stočena při 13 000 g po dobu 1 minuty. 

Kontrolní měření koncentrace bylo provedeno pomocí spektrofometru Eppendorf 
BioSpectrometer Fluorescenc (Sigma – Aldrich s.r.o.). 
Vyizolovaná DNA byla také poslána na sekvenaci do firmy SeqMe, aby byla ověřena 
správnost sekvence miniTurboID, se kterou se bude dále pracovat. Sekvenační směs se 
skládá z 500 ng plasmidové DNA, dále 25 pmol každého primeru a roztok se doplňuje 
do 10 µl vodou. Plasmid je pak osekvenován dle zvolené metody. Pro tuto práci bylo 
využíváno Sangerova metoda. 

7.2.3 Design primerů 

Primery jsou krátké úseky DNA, tzv. oligonukleotidy, využívané při replikaci DNA nebo 
sekvenaci. Jejich délka se pohybuje mezi 18 a 30 nukleotidy, přičemž je vhodné volit 
takové délky a zastoupení jednotlivých nukleotidů, aby si byly hybridizační teploty co 
nejbližší. Zatímco GC páry teplotu zvyšují, AT páry ji mohou o něco snížit. 
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K restrikčnímu místu navíc přidáváme několik nukleotidů navíc pro efektivní pozdější 
štěpení. 

7.2.4 PCR miniTurboID 

Metoda PCR, z anglického polymerase chain reaction, je metoda, díky níž lze zmnožit 
vybrané úseky DNA za pomoci primerů. V rámci metody dochází k denaturaci 
dvouvláknové DNA při 94 °C–98 °C dle zvolené polymerázy a následném nasedání 
těchto primerů na nespecifické místo dle komplementarity za jejich hybridizační 
teploty. Slouží jako počátek pro syntézu komplementárního vlákna DNA polymerázou. 
Zdvojené vlákno se od sebe opět oddělí, dojde k nasednutí primerů a syntéze 

komplementárního vlákna. Dosáhneme tak zmnožení vybraného úseku, a to v počtu 2n, 
kde n je počet opakování. Díky primerům lze také konce, na které nasedají, modifikovat 
– například na ně přidat restrikční místo. 

Pro klonování do vybraných vektorů s TUTázami bylo nutné nejprve získat 
samotné miniTurbo z plasmidu, který ho obsahoval. Toho bylo docíleno právě pomocí 
metody PCR a vhodných primerů. 

Zároveň těmito primery bylo na 3´ a 5´ konec genu miniTurboID přidáno 
restrikční místo NotI, pomocí kterého bude miniTurboID následně ligováno. 

Pro reakci byla použita iProofTM High-Fidelity polymeráza o koncentraci 2U/µl 
s příslušným pufrem (BioRad, USA). Tato polymeráza byla zvolena pro svoji vysokou 
rychlost a nízkou chybovost, což jsou velmi žádoucí vlastnosti v případě, že se 
s namnoženým úsekem DNA bude dále pracovat. Do reakční směsi byla dále přidána 
templátová DNA, primery, dNTP a H2O do celkového objemu 20 µl dle rozpisu v tabulce 
níže. Reakce pak probíhala v termocyklerech C1000 (BioRad, USA). Jednotlivé kroky 

reakce byly nastaveny dle protokolu pro použití iProof polymerázy a dle potřeb užitých 
primerů (Tabulka 1). Výsledným produktem je miniTurboID o délce 770 bp 
s restrikčními místy NotI na obou koncích. 
  

Tabulka 1 - přehled primerů pro amplifikaci genu miniTurboID pomocí PCR 

Název Sekvence 

TUT4_NotI_fwd TTGCGGCCGCAATCCCGCTGCTGAA 

TUT4_NotI_rev_3 TTGCGGCCGCAACCTTTTCGGCAGACCG 

TUT7_NotI_fwd TTGCGGCCGCATCCCGCTGCTGAA 

TUT7_NotI_rev TTGCGGCCGCACTTTTCGGCAGAC 
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Tabulka 2 - složení jedné PCR reakce 

Látka Množství 

templátová DNA 35,6 ng 

iProof polymeráza 0,4 U 

iProof pol. pufr 4 µl 

dNTP 20µM 0,4 µl 

primer TUT4_NotI_fwd 0,5 µl 

primer TUT4_NotI_rev_3 0,5 µl 

H2O 13,4 µl 

Celkový objem reakce 20 µl 

 

Reakce následně proběhla v termocykleru za těchto podmínek: 

Tabulka 3 - podmínky pro miniTurboID připravované pro ligaci s vektorem obsahující TUT4 

Krok Teplota (°C) Čas Počet cyklů  

Iniciace denaturace 98 30 s 1 

Denaturace 98 10 s 

29 Nasedání primerů 68 30 s 

Elongace 72 30 s 

Konečná extenze 72 5 min. 1 

 

Tabulka 4 - podmínky pro miniTurboID připravované pro ligaci s vektorem obsahující TUT7 

Krok Teplota (°C) Čas Počet cyklů  

Iniciace denaturace 98 30 s 1 

Denaturace 98 10 s 

29 Nasedání primerů 65 30 s 

Elongace 72 30 s 

Konečná extenze 72 5 min. 1 

 

7.2.5 Gelová elektroforéza 

Ověřovacím krokem po PCR byla gelová elektroforéza na agarózovém gelu, kdy byla 
zjišťována úspěšnost PCR a velikost produktu. 
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1. Byl připraven roztok agarózy (Sigma – Aldrich s.r.o.) z 1 g agarózy a 100 ml TBE 
pufru o výsledné koncentraci 1 %. 

2. Tento roztok byl zahříván v mikrovlnné troubě po dobu cca 2 minut, dokud se 
agaróza plně nerozpustila v pufru. 

3. Mezitím byla připravena forma na gel. 
4. Roztok byl nalit do formy, následně bylo přidáno 7 µl SYBR-SAFE (Invitrogen) a 

vložen hřebínek tvořící jamky pro vzorky. 
5. Poté byl rozmražen 100bp marker a 6x koncentrovaný nanášecí pufr. 
6. 20 µl PCR produktu bylo smíchán s 3,4 µl nanášecím pufrem, pomocí něhož byly 

vzorky aplikovány na gel. 
7. Po ztuhnutí byl gel vložen do elektroforézové vany, přelit TBE pufrem a byl vy-

jmut hřebínek. 
8. Do jamek bylo napipetováno 5 µl markeru a celý objem PCR produktu s nanáše-

cím pufrem. 
9. Elektroforéza probíhala při 90 V. 

7.2.6 Izolace DNA z gelu 

Elektroforézou byla ověřena správná velikost PCR produktu a pro další kroky bylo 
nutné DNA z gelu vyizolovat. Na to byl použit MinElute Gel Purification Kit (Qiagen). 
DNA byla eluována do 20 µ H2O. 

1. DNA byla vyříznuta z gelu a zvážena na analytických vahách. 

2. Ke gelu bylo přidáno adekvátní množství QG pufru dle váhy vzorku. Objem pufru 
je v µl 3trojnásobek hmotnosti v miligramech – tedy na 100 mg připadá 300 µl 
pufru. 

3. Gel v pufru byl zahříván na 50 °C po dobu 10 minut a pravidelně vortexován. 
4. Bylo přidáno adekvátní množství isopropylalkoholu, opět dle váhy vzorku. Objem 

v µl se rovná hmotnosti vzorku v miligramech. 
5. Roztok byl přepipetován na připravené kolonky. 
6. Roztok byl stočen při 13000 g, po dobu 1 minuty. 
7. Stočený roztok byl vylit a na kolonku bylo napipetováno 750 µl PE pufru. 
8. Roztok byl stočen při 13000 rg, po dobu 1 minuty. 
9. Stočený roztok byl vylit a stočení proběhlo na sucho ještě jednou. 

10. Kolonka byla přemístěna do čisté zkumavky. 

11. Bylo napipetováno 20 µl H2O. 
12. Roztok byl stočen při 13000 g, po dobu 1 minuty. 
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7.2.7 Restrikční štepení miniTurboID 

Restrikční štěpení je běžně užívaná metoda molekulární biologie. Využívá specifické 
enzymy – restrikční endonukleázy – které jsou schopné rozpoznat určité sekvence 
DNA a štěpit ji. 
Pro pozdější ligaci pomocí NotI restrikčního místa, se sekvencí GCGGCCGC, bylo třeba 
vyizolovaný PCR produkt naštěpit restrikčním enzymem. NotI se řadí mezi Fast Digest 
enzymy, které se vyznačují vysokou rychlostí štěpení. Jako pufr byl pro reakce použit 
10x Fast Digest Buffer (ThermoFisher Scientific), který je kompatibilní s většinou 
restrikčních enzymů, včetně NotI (ThermoFisher Scientific). 

Tabulka 5 - složení jedné štěpící reakce 

Látka Množství 

PCR produkt 606 ng 

NotI 1 µl 

Fast Digest Buffer 3 µl 

H2O 23 µl 

Celkový objem 30 µl 

 

Reakce probíhala při 37 °C po dobu 60 minut. 

Produkt štěpení byl zkontrolován pomocí gelové elektroforézy při 1 % 
koncentraci gelu. Následně byla DNA z gelu vyizolována a eluce proběhla do 50 µl H2O. 

Koncentrace této DNA byla poté ověřena spektrofotometricky a srovnáním na 
gelu s markerem.  

Takto připravený fragment byl použit do ligace s vektory s TUTázami. 

7.3 Příprava vektorů 

7.3.1 Transformace vektorů 

Expresní vektory s TUTázami byly nejprve namnoženy pomocí bakteriální 

transformace. Transformace je metoda využívající kompetentnost bakteriálních buněk 
přijímat cizí DNA – tedy DNA, kterou chceme namnožit. Buňky po rozmražení 
vystavíme vyšší teplotě, při které se stane jejich membrána prostupná pro cizí vektor. 
Následnou regenerací se vitalita buněk obnoví a fungují dál. 

1. Na ledu bylo rozmraženo 50 µl kompetentních bakteriálních buněk E. Coli TOP10. 
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2. K 25 µl buňkám byl přidán 1 µl daného vektoru. V případě V569 to bylo 200 ng a 
v případě V867 611 ng. Takto vytvořená směs se inkubovala 15 minut na ledu. 

3. Následoval tepelný šok na 42 °C po dobu 45 s, tzv. tepelný šok.  
4. Buňky byly 2 minuty chlazeny na ledu. Poté bylo přidáno 500µl LB média. 
5. Buňky s médiem pak byly inkubovány při 37 °C, kde regenerovaly po dobu 1 ho-

diny. 
6. Mezitím byly připraveny LB misky s agarem a Ampicilinem. 
7. Po uběhnutí jedné hodiny bylo napipetováno 50µl buněk v LB médiu na misku a 

rovnoměrně rozprostřeno po misce pomocí kuliček. Zbytek buněk poté byly sto-
čeny při 13000 g po dobu jedné minuty, byl odlit supernatant a ve zbylých cca 
70µl byl rozpipetován vytvořený pelet. Ten byl rozetřen na druhou misku. 

8. Kultivace probíhala při 37 °C po dobu asi 16 hodin. 
9. Po transformaci byly vybrané kolonie zaočkovány do 5 ml tekutého LB média 

s 5µl Ampicilinu o koncentraci 50 mg/ml a namnoženy při 37 °C přes noc.  
10. Po namnožení byla DNA izolována pomocí GenElute™ Plasmid Miniprep Kit a kon-

centrace byla změřenaspektrofometricky. 

7.3.2 Restrikční štěpení vektorů 

Aby mohlo být miniTurboID úspěšně zaligováno do vybraných vektorů, musí být i 
vektory naštěpeny stejným restrikčním enzymem. Jelikož se jedná o ligaci, kde se 
využívá pouze jedno restrikční místo, je nutné na konci štěpící reakce přidat alkalickou 
fosfatázu, která defosforyluje štěpené konce a zajistí, že se nezcirkularizují.  

Tabulka 6 - složení jedné štěpící reakce pro TUT4 konstrukt 

Látka Množství 

Vektor V569 704,8 ng 
NotI 1 µl 
Fast Digest Buffer 3 µl 
H2O 24 µl 

Celkový objem 30 µl 
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Tabulka 7 - složení jedné štěpící reakce pro TUT7 konstrukt 

Látka Množství 

Vektor V867 695,7 ng 

NotI 1 µl 

Fast Digest Buffer 3 µl 

H2O 24,5 µl 

Celkový objem 30 µl 

Reakce probíhala při teplotě 37 °C po dobu 1 hodiny. Po uplynutí této doby byla do 
reakční směsi přidána alkalická fosfatáza FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase 
(ThermoFisher Scientific). Za stejné teploty probíhala reakce ještě následujících 15 
minut. Poté byla alkalická fosfatáza inhibována 5 minutami na 75 °C. 

Produkt reakce byl následně ověřen gelovou elektroforézou na 0,8 % agarózovém 
gelu. Elektroforéza probíhala při 85 V. 

Vektory byly z gelu vyizolovány pomocí kitu MinElute Gel Extraction Kit (Qiagen). 
Eluce proběhla do 50 µl ddH2O a koncentrace byla ověřena spektrofotometricky. 

Kromě ověření koncentrace proběhla navíc kontrolní bakteriální transformace, 
která využila předpokladu, že naštěpené vektory nejsou schopny transformace a tudíž 
nenarostou. 3 µl izolované DNA, které v případě V569 odpovídaly 1057,2 ng a 

v případě V867 1391,4 ng, byly tedy transformovány v 50 µl kompetentních buněk, za 
užití 600 µl LB média. 50 µl bylo pak naneseno na Petriho misky s LB agarem a 
Ampicilinem. Sledován byl počet narostlých kolonií. 

7.4 Ligace 

 Ligační reakce byla namí chána dle rozpisu v Tabulce 8. T4 DNA ligáza o koncentraci 
400 000 U/ml i příslušný pufr pochází z firmy NEB. 

Látka Směs TUT4 poměr 1:3 Směs TUT4 poměr 1:6 
Směs TUT7 
konstrukt 

vektor 50 ng 50 ng 70,5 ng 
miniTurboID 11 ng 22 ng 27 ng 
T4 DNA Ligase 400 U 400 U 400 U 

T4 DNA ligase buffer 1 µl 1 µl 1 µl 
H2O 3,6 µl 2,9 µl 0 µl 

Celkový objem 10 µl 10 µl 10 µl 

Tabulka 8 - složení ligační reakce o objemu 10µl 
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Reakce probíhala při 16 °C přes noc. 3 µl ligační směsi byly následně transofmrovány 
do 50µl kompetentních buněk Top10 E.coli. Bylo použito 600 µl LB média a na 
Petriho misky s LB agarem a Ampicilinem bylo naneseno 50 µl. Kultivace probíhala 
staticky při 37 °C přes noc. 

7.4.1 Screening bakteriálních kolonií pomocí PCR 

Vybrané kolonie byly z misky přeneseny do 30 µl sterilní vody.  
Ze suspenze každé z kolonií byl také odebrán vždy 1 µl a přenesen na Petriho 

misky s LB agarem a Ampicilinem. Tyto misky byly staticky kultivovány při 37 °C přes 
noc a sloužily jako záložní kultury. 

Ze zbylé suspenze byly pak prováděn kontrolní screening kolonií pomocí PCR. 
Tato metoda je velmi podobná klasické PCR, templátová DNA je však ze zmiňované 
suspenze. Reakční směs obsahuje DNA, primery, dNTP, polymerázu a její příslušný 
pufr a vodu. Primery opět za specifické teploty nasedají na vlákna DNA, kde 
napomáhají DNA polymeráze k syntéze komplementárního vlákna. Pomocí této 
metody lze selektovat pozitivní kolonie, ve kterých se nachází správně zaligovaný 
konstrukt. 

Bohužel ani po mnoha optimalizujících krocích nebyly nalezeny vhodné 
podmínky pro úspěšný průběh reakce a dosažení kýžených výsledků.  

Proto byl 1 µl od každé buněčné suspenze přidán do 5 ml LB média s 5 µl 
Ampicilinu o koncentraci 50mg/ml a opět kultivován za stálého třepání při 37 °C přes 
noc, aby mohl být poté izolován GenElute™ Plasmid Miniprep Kit a poslán na 

sekvenaci do firmy SeqMe, kde byla ověřena přítomnost, orientace i správnost 
sekvence miniTurboID. K sekvenaci byly použity následující primery v Tabulkách 10 
a 11. 
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Tabulka 9 - primery používané pro sekvenaci TUT4 konstruktu 

Název Sekvence 

CMV_fwd CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG  

hsZ11_SeqR1 GGCAGCATTTACTTTACATG 

miniTurbo seq primer_fwd AATAGACCCGTGAAGCTGAT 
miniTurbo seq primer_rev TGATATTCTGCAATGCAAGCAT 

hsZ11_SeqR1 GGCAGCATTTACTTTACATG 

Z11_SeqF1 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 používané při sekvenaci TUT7 konstruktu 

Název Sekvence 

CMV_fwd CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG  

hsZ11_SeqR1 GGCAGCATTTACTTTACATG 

miniTurbo seq primer_fwd AATAGACCCGTGAAGCTGAT 

miniTurbo seq primer_rev TGATATTCTGCAATGCAAGCAT 

TUT7 seq frag1a  TGAATCCATTGCATTTGCCCA 

TUT7 seq frag1b   CATTGAAAAAGATGTTGTGAT 

TUT7 seq C ATGATTCCCTCTGATGAAGAG 

BGH reverse TAGAAGGCACAGTCGAGG 

 

7.4.2 Midi-prep TUT7 

Další dílčím krokem byla transfekce do buněčné linie Hek293T-Rex FlpIN (dále 
Hek293). Pro tu bylo však nutné získat DNA čistější a ve větší koncentraci. Na to byla 
využita příprava MIDI-prepu z kolonií ze záložních kultur, které byly připraveny po 
bakteriální transformaci ligace. 
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1. Do Erlenmayerovy baňky o objemu 250 ml bylo přidáno 50 ml LB média a 50 µl 
Ampicilinu o koncentraci 50 mg/ml. 

2. Špička pipety byla jemně otřena o buněčnou kolonii a vložena do baňky se směsí. 
3. Proběhla kultivace za stálého třepání při 37 °C přes noc. 
4. Po kultivaci byl obsah baněk přelit do 50 ml zkumavek a stočen na centrifuze při 

rychlosti 3000 g, teplotě 4 °C po dobu 30 minut. 
5. Supernatant byl odlit a stočené buňky byly rozpipetovány v 8 ml S1 resuspendač-

ního pufru. 
6. Bylo přidáno 8 ml S2 pufru, čímž se docílila lýze buněk. Směs byla inkubována 3 

minuty při laboratorní teplotě. 
7. Bylo přidáno 8 ml S3 pufru, který neutralizoval reakci a zastavil lýzu buněk. In-

kubace probíhala 5 minut při 4 °C. Následovala centrifugace při 12000 g, teplotě 
4 °C po dobu 10 minut. 

8. Během centrifugace byla připravena aparatura s nálevkou s filtračním papírem, 
pod ni byla umístěna kolona, do které bylo přidáno 2,5 ml N2 pufru. Ten prokapal 
kolonou do připravené kádinky na odpad. 

9. Supernatant byl nalit na nálevku s filtračním papírem a ponechána k prokapání 
přes kolonu, na které se zachytila izolovaná DNA. 

10. Po prokapání veškeré tekutiny bylo do kolony přidáno 12 ml N3 pufru, který 
slouží jako čistící. Ten byl také ponechán k prokapání do kádinky. 

11. Pod kolonu byla umístěna 15 ml zkumavka a do kolony poté bylo přidáno 5 ml 
elučního N5 pufru vyhřátého na 55 °C. Opět se vyčkalo, než celý objem pufru od-

kape do připravené zkumavky, kam se s ním dostala i izolovaná DNA. 
12. Bylo přidáno 3, ml isopropanolu, vzorek byl zvortexován a stočen na centrifuze 

při 15000 g, teplotě 4 °C po dobu 30 minut. Vzniklý supernatant byl odpipetován. 
13. Následně byly přidány 2 ml 70 % ethanolu a vzorek byl opět centrifugován při 

15000 g, při teplotě 22 °C po dobu 10 minut. Supernatant byl odpipetován. 
14. Zkumavka byla vložena mezi papírové utěrky a ponechána ve vyschnutí zbylého 

ethanolu. Poté byla DNA rozpuštěna v 50 µl vody. 
15. Na 10 x zředěném vzorku byla fotometricky ověřena koncentrace. 

7.4.3 Tranzientní transfekce TUT7 

Pomocí tranzientní transfekce mohla být ověřena funkčnost konstruktu a možnost 
indukce exprese TUTáz. Jelikož byl konstrukt s TUT7 hotov dříve než TUT4, byly na 

něm testy exprese provedeny separátně. 
Na rozdíl od transfekce na stabilní linie zde není konstrukt vkládán do genomu, 

ale pouze do buňky. Připravený konstrukt byl tedy transfekován do buněk Hek293 a 
indukován doxycyklinem dle následujícího postupu. 

1. Byly připraveny buňky Hek293 s konfluencí zhruba 70 % v 2 ml DMEM média. 
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2. Byla vytvořena směs obsahující 1,5 µg konstruktu, dále 3 µl Turbofect reagentu, 
který zajistí obalení DNA a její endocytózu. Poslední složkou je 300 µl DMEM mé-
dia. 

3. Takto připravená směs je následně zvortexována po dobu 15 vteřin a ponechána 
při pokojové teplotě 15 minut. 

4. Po uplynutí této doby je směs přidána na misku s připravenými buňkami. 
5. Byl přidán doxycyklin (AppliChem, Německo) v konečné koncentraci 200 µg/ml, 

což odpovídalo 0,45 µl roztoku s koncentrací 1 mg/ml. 
6. Inkubace probíhala po dobu 24 h při 37 °C. 
7. Po inkubaci bylo médium odsáto a buňky promyty 1 ml PBS vyhřátého na 37 °C, 

které odstraňuje zbytky média. To bylo také odsáto. 

8. Následně proběhl sběr buněk do 700 µl studeného PBS o teplotě 4 °C do nové 
zkumavky. 

9. Zkumavka s buňkami byla stočena při 4 °C při 200 g po dobu 7 minut. 
10. Vzniklý supernatant byl odsát a pelet byl uchováván na ledu. 

7.4.4 Příprava proteinového lyzátu pro SDS-PAGE z kultury lidských 

buněk 

11. 2,3 ml kultury Hek293 bylo sklizeno do 700 µl PBS o teplotě 4 °C.  
12. Pro lyzi bylo přidáno 135 µl lyzačního pufru (100 mM NaCl, 1 % Triton-X a 50 mM 

TRIS o pH = 7,4) a 15 µl miniComplete roztoku (Roche Life Sciences Products), 
který funguje jako inhibitor proteáz. Směs byla rozmíchána a inkubována 30 mi-

nut na ledu. 
13. Následně byly odstraněny nesolubilní frakce centrifugací při 4 °C a 11 000 g po 

dobu 10 minut. Supernatant, ve kterém se nachází proteiny byl přenesen do čisté 
zkumavky. 

14. Koncentrace byla změřena metodou podle Bradfordové. Rovnice pro výpočet 
koncentrace z absorbance byla stanovena kalibrační řadou roztoků BSA: y = 
0,0573x + 0,1. 

7.4.5 SDS-PAGE 

Protože se v získaném roztoku nachází více proteinů, je třeba protein zájmu odlišit. 

K tomu byla využita proteinová elektroforéza, SDS-PAGE, kde byly jednotlivé proteiny 
separovány dle velikosti. Princip je stejný jako při elektroforéze DNA. Rozdílem je, že 
v případě proteinů se využívá SDS pufru, který, kromě denaturace také obalí různě 
nabité proteiny záporně nabitým obalem. Eliminuje se tak riziko rozdělení podle 
náboje a zajistí, že se budou proteiny dělit především dle velikosti. Gel pro tento typ 
elektroforézy je polyakrylamidový a má dvě části o různých koncentracích. Horní 
nanášecí část má nižší koncentraci, spodní rozdělovací část vyšší. 
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1. Byl připraven separační gel o 9 % koncentraci a nalit do připravené formy. Než 
dojde k zatuhnutí byl přelit isopropylalkoholem. 

2. Po zatuhnutí byl připraven nanášecí gel o 5 % koncentraci, který byl po odlití is-
opropanolu nalit na spodní gel. Byl přidán hřebínek. 

3. Po zatuhnutí mohl být hřebínek vyjmut a gel byl přelit SDS pufrem. 
4. Ke vzorkům byl přidán 4x SDS nanášecí pufr (AppliChem, Německo), aby byl vzo-

rek obarven a snáze klesl ke dnu jamky. Následně byly pipetovány na gel. 

Samotná elektroforéza následně probíhala při 120 V po dobu 2 hodin. Byl použit 
Protein Marker VI (Applichem). 

7.4.6 Western Blot 

Poté byly rozdělené proteiny metodou wet blot přeneseny z gelu na PVDF membránu, 
kde dále probíhá interakce s protilátkami. Pro přenesení bylo nutné sestavit 
sandwichovou aparaturu. Před sestavením aparatury byla membrána aktivována ve 
100% methanolu, následně opláchnuta vodou promyta v Towbin pufru (25mM Tris, 
192mM glycin, 20 % methanol, pH=8,6). 

7.4.6.1 Sestavení sandwichové aparatury 

Sandwichová aparatura sestává z gelů s proteiny, filtračního papíru, PVDF membrány 
a houbiček. První vrstvu tvoří houba namočená v Towbin pufru, na kterou je položen 

filtrační papír, následuje PVDF membrána a gel. Z druhé strany gelu je dán další 
filtrační papír, a nakonec druhá houba namočená v Towbin pufru. Celý sandwich byl 
poté uzavřen v aparatuře XCell SureLock Mini-Cell and XCell II Blot Module 
(Invitrogen). Transfer probíhal přes noc při 20 V. 

7.4.6.2 Blokování 

Vzhledem k tomu, že by se na membránu mohly nespecificky vázat protilátky, bylo 
nejprve zapotřebí zablokovat ji mlékem. K tomu byl použit 5 % roztok mléka v PBS-T, 
kdy ke každé části membrány bylo přidáno 5 ml roztoku. Za stálého otáčení tak byly 
membrány blokovány 1 hodinu při laboratorní teplotě.  

7.4.6.3 Inkubace s primárními protilátkami 

Následně přišla na řadu primární protilátka. Byla použita specifická protilátka pro 
TUT7 a díky přítomnost FLAG sekvence v konstruktu bylo možné použít i protilátku na 
FLAG. Kontrolní látkou byl tubulin, který byl zvolen pro svoji stabilní expresi v buňce. 
Membrána byla tedy rozdělena na tři části, každá část pro jednu protilátku. Přehled 
protilátek, jejich původců, ředění a výrobců je zapsán v tabulce níže. Původce primární 
protilátky je následně důležitý pro výběr sekundární protilátky. 
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Tabulka 11 - přehled primárních protilátek, jejich původců a výrobců 

Protilátka Ředící poměr Původce Výrobce 

α – TUT4 1:5000 koza Imgenex 

α – TUT7 1:1000 králík Sigma – Aldrich s.r.o. 

α – TUB 1:5000 myš Sigma – Aldrich s.r.o. 

α – HA 1:1000 králík Santa Cruz Biotechnology 

Streptavidin – HRP 1:10000  ThermoFisher 

α – Flag 1:2500 myš Sigma – Aldrich s.r.o. 

 

1. Ke každé části membrány bylo přidáno 5 ml mléka s příslušnou protilátkou. 
2. Inkubace probíhala za stálého otáčení 2 hodiny při laboratorní teplotě. 

7.4.6.4 Promývání 

3. Membrány byly omyty PBS – T roztokem s koncentrací Tweenu 0,05 mM, 3x vždy 
po dobu 10 minut. Po 10 minutách byl roztok vždy vyměněn. 

7.4.6.5 Inkubace se sekundárními protilátkami  

4. Membrány byly dány do nového mléka s příslušnou sekundární protilátkou. 

5.  Inkubace probíhala za stálého otáčení 1 hodinu při laboratorní teplotě. 

7.4.6.6 Promývání 

6. Membrány byly opět omyty PBS – T roztokem 3x po dobu 10 minut.  

Pro vizualizaci byly membrány inkubovány s Pierce ECL Western Blotting Substrate 
(ThermoFisher) a signál byl detekován na film (Cytiva).  

Tabulka 12 - přehled původců sekundárních protilátek, jejich ředění a výrobců 

Původce sekundární 
protilátky Ředící poměr Výrobce 

králík 1:3000 Promega Corporation 

myš 1:5000 Promega Corporation 

koza 1:5000 Santa Cruz Biotechnology 
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7.5 Test biotinylační aktivity 

Po dokončení obou konstruktů byla provedena tranzientní transfekce do připravených 
Hek293 buněk dle stejného protokolu jako při tranzientní transfekci TUT7. Doxycyklin 
byl však přidán do poloviční koncentrace, tedy 100 µg/ml.  

1. Byl vytvořen MasterMix pro 3 plasmidy, sestávající z 37,5 µl Turbofect reagentu 
a 3750 µl media bez FBS. Ten byl následně rozpipetován na třetiny. 

2. Do každé třetiny bylo přidáno 6,3 µg plasmidové DNA. 
3. Každá třetina byla rozpipetována do 4 jamek na six-wellu. 
4. Do tří jamek z každé čtveřice bylo přidáno odpovídající množsví doxycyklinu – 1 

µl doxycyklinu na 1 ml DMEM média. Konečná koncentrace odpovídala 100 
µg/ml. 

5. Kultivace probíhala staticky při 37 °C po dobu 12 hodin. 
6. Po uplynutí této doby byl do každé jamky přidán biotin do finální koncentrace 

50 µM a buňky byly sklizeny po 5, 10 a 20 minutách do 1ml studeného PBS. 
7. Následovalo měření koncentrace dle Bradfordové s rovnicí pro výpočet koncen-

trace y = 0,0573x+0,1. 

7.5.1 SDS-PAGE a western blot 

Pro proteinovou elektroforézu byl využit komerční gradientový gel (Invitrogen). Byly 
připraveny 2 gely. Jeden se vzorky obsahujícími 10 µg proteinu pro testy biotinylace, 

druhý obsahující 20 µg proteinu pro testy specifickými protilátkami. Před nanesením 
byly vzorky smíchány s 4x SDS nanášecím pufrem. Pro 10 µg bylo nanášeno 6,5 µl, pro 
20 µg bylo nanášeno 13 µl. Elektroforéza probíhala při 120 V po dobu 2 hodin. Poté 
byly proteiny přeneseny na PVDF membránu opět metodou wet blot, která byla 
následně blokována ve 20 ml 5 % mléka po dobu 1 hodiny a vystavena působení 
specifické primární protilátky a následně sekundární protilátky. K vyvolání vzorků 
TUT4, TUT7 a tubulinu byl k tomu použit set Pierce ECL Western Blotting Substrate 
(ThermoFisher). Kvůli problematickému vyvolávání protilátky na 3xHA byl pro 
vyvolání této části membrány využit set Amersham ECL Western Blotting Detectin 
Reagnet (Cytiva) vykazující vyšší citlivost. Délky expozice činily 2, 5, 10 minut a 2 a 5 
vteřin. 

7.5.2 Odstranění protilátek z PVDF membrány 

Na část 20 µg membrány s kontrolním konstruktem byla kromě protilátky na 3xHA 
aplikována i protilátka na tubulin. Protože jsou však velikostně velmi blízko sebe, bylo 
nutné aplikovat protilátky postupně. Jak je popsáno výše, prvně byla aplikována 
protilátka na 3x HA. Po vyvolání musela být tato část membrány stripována – očištěna 
od protilátek pro aplikaci protilátky na tubulin. Byla tak promyta v PBS – T, stripována 
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ve stripovacím pufru (ThermoFisher) 15 minut, opět promyta 2x po dobu 5 minut v PBS 
– T. Blokování probíhalo ve 20 ml 5 % mléka po dobu 1 hodiny při laboratorní teplotě. 
Odtamtud byla membrána přesunuta do 5 ml 5 % mléka s primární protilátkou na 
tubulin, kde se za stálého otáčení inkubovala 1 hodinu při laboratorní teplotě. Poté byla 
opět promyta v PBS – T, a to 3x po 10 minutách. Následně byla dána do 5 ml 5 % mléka 
se sekundární protilátkou, kde byla inkubována 1 hodinu při laboratorní teplotě. Opět 
byla promyta v PBS – T, 3x po 10 minutách a vyvolána na film za použití Pierce ECL 
Western Blotting Substrate. Délky expozice činily 1,2,5 minut a 10 vteřin. 

Membrána s 20 µg proteinu byla po vyvolání také stripována, aby mohla být 
použita pro opakovaný pokus se Streptavidin – HRP. Membrána byla tedy 2x promyta 
po 5 minutách v PBS a následně za stálého otáčení inkubována 15 minut ve stripovacím 

pufru. Poté byla opět 2x promyta v PBS. Blokování probíhalo v 20 ml 5 % BSA po dobu 
1 hodiny při laboratorní teplotě. Poté byla membrána dána do 5 ml 5 % BSA s 0,5µl 
Streptavidin – HRP, kde za stálého otáčení zůstala přes noc při 4°C. Druhý den byla 
promyta PBS a vyvolána na film setem Pierce ECL Western Blotting Substrate. Délky 
expozice činily 5, 10 a 15 minut. 

Stripováním prošla také membrána s 10 µg. Bylo třeba ještě ověřit expresi 
miniTurboID pomocí protilátky na Flag-Taq, který je v konstruktech zabudován. 
Membrána tedy prošla stejným stripovacím procesem jako výše popsaná část 
membrány pro tubulin. Byla blokována mlékem, v primární protilátce byla inkubována 
2 hodiny při laboratorní teplotě, byla promyta v PBS – T, v sekundární protilátce byla 
inkubována 1 hodinu při laboratorní teplotě. Vyvolání proběhlo s užitím setu 

Amersham ECL Western Blotting Detectin Reagent, stejně jako u protilátky na 3x HA. 
Délky expozice činily 1, 3, 5 minut a 5, 10 a 30 vteřin. 

Pro lepší přehled je zde připojeno schéma experimentů s membránami. 

Obrázek 6 - schéma experimentů s jednotlivými membránami 
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7.6 Příprava kontrolního expresního konstruktu 

 Aby mohla být ověřena biotinylace, je zapotřebí kontrolního expresního konstruktu, 
kde se nachází domény pro miniTurboID, ale již v něm není sekvence TUTázy. Pro tyto 
účely posloužil vektor pcDNA5-FRT-TO-N-FPH z laboratorní databáze, V623, o velikosti 
5250 bp, do kterého bylo klonováno miniTurboID přes dvě restrikční místa – BamHI a 
NotI.  

7.6.1 PCR miniTurboID 

Na oba konce miniTurba bylo opět nutné přidat vybraná restrikční místa, čehož bylo 

dosaženo vhodnými primery. Nastavení thermocykleru je vypsáno v tabulce níže. 
Souběžně bylo připraveno 6 stejných reakcí. 

Tabulka 13 - primery použité při amplifikaci genu pro miniTurboID metodou PCR 

Název Sekvence 

miniTurboID_BamHI_fwd TTGGATCCATCCCGCTGCTGAACG 

TUT4_NotI_rev_3 TTGCGGCCGCAACCTTTTCGGCAGACCG 

 

 

Tabulka 14 - složení jedné PCR reakce 

  Látka Množství 

templátová DNA 35,6 ng 

iProof polymeráza 0,4 U 

iProof pol. pufr 4 µl 

dNTP 20µM 0,4 µl 

miniTurboID_BamHI_fwd 0,5 µl 

primer TUT4_NotI_rev_3 0,5 µl 

H2O 13,4 µl 

Celkový objem reakce 20 µl 
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Tabulka 15 - průběh a parametry reakce 

Krok Teplota (°C) Čas Počet cyklů  

Iniciace denaturace 98 30s 1 

Denaturace 98 10s 

29 Nasedání primerů 60 30s 

Elongace 72 1 min. 

Konečná extenze 72 5 min. 1 

 

Zmnožení a délka amplifikonu byla následně ověřena gelovou elektroforézou na 1 % 
agarózovém gelu, která probíhala při 85 V. Použita na ni byla jedna reakce. Zbylý objem 
byl purifikován pomocí QIAquick PCR Purification Kitu. 

7.6.2 Štěpení miniTurboID 

Po izolaci pomocí QIAquick PCR Purification Kitu byl amplifikon naštěpen zvolenými 
restrikčními enzymy. 

Tabulka 16 - složení jedné štěpné reakce miniTurboID 

Látka Množství 

PCR produkt 560,8 ng 

BamHI 1 µl 

NotI 1 µl 

Fast Digest Buffer 3 µl 

H2O 21 µl 

Celkový objem  30 µl 

 

Reakce probíhala při 37 °C po dobu 1 h. Velikost byla opět ověřena gelovou 
elektrofrézou. Použit byl 1 % agarózový gel, který jel 50 minut při 85 V. 

Naštěpená DNA byla následně izolována z gelu za použití MinElute Gel Extraction 
Kit, koncentrace byla změřena spektrofotometricky. Takto připravený fragment bylo 
možno použít pro ligaci. 
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7.6.3 Štěpení pcDNA5-FRT-TO-N-FPH 

Stejně jako fragment byl i vektor štěpen stejnými restrikčními enzymy BamHI a NotI. 

Tabulka 17 - složení jedné štěpné reakce vektoru V623 

Látka Množství 

vektor V623 711 ng 

BamHI 1 µl 

NotI 1 µl 

Fast Digest Buffer 3 µl 

H2O 23,5 µl 

Celkový objem  30 µl 

 

Štěpení probíhalo při 37 °C po dobu 1 h. Poté proběhla gelová elektroforéza na 1 % 
gelu, ze kterého byl vektor vyřezán a izolován MinElute Gel Purification Kitem. 
Koncentrace byla opět změřena fotometricky. 

Pro potvrzení velikostí i koncentrací byla provedena kontrolní gelová 
elektroforéza na 1 % agarózovém gelu, která probíhala při 85 V po dobu 50 minut. Byly 

pipetovány 2 µl vektoru V623 vedle 2 a 5µl fragmentu miniTurboID. 

7.6.4 Ligace a kontrola ligace V623 a miniTurboID 

Po vypočtení vhodných množství DNA byly pipetovány dvě ligační reakce – jedna o 
poměru vektoru a fragmentu 1:3 a druhá 1:6. Reakce probíhala při 16 °C přes noc. 

Tabulka 18 - složení ligačních reakcí 

Látka Poměr 1:3 Poměr 1:6 

vektor 49,8 ng 49,8 ng 

miniTurboID 22 ng 43,5 ng 

T4 DNA Ligase 400 U 400 U 

T4 DNA ligase buffer 1 µl 1 µl 

H2O 3,18 µl 1,25 µl 

Celkový objem 10 µl 10 µl 
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Po skončení reakce byla reakce uchovávána při teplotě -20 °C. Poté byly 4 µl vzorku 
transformovány do 50 µl bakteriálních Top10 buněk. Bylo přidáno 600 µl LB média. 
Kultivace probíhala staticky na LB agaru s Ampicilinem při 37 °C přes noc. 

Po kultivaci proběhla PCR vybraných kolonií, která odhalila pozitivní klony – tedy 
klony se zaligovaným fragmentem. Použity byly primery miniTurbo seq primer_fwd a 
Hygro Rev5. Špičkou bylo odebráno malé množství z narostlé kolonie a 

rozpipetováno ve 30 µl H2O. MasterMix byl vytvořen z 5 µl RedTaq mixu, 3,5 µl 
H2O, 0,25 µl od každého primeru a 1 µl suspenze transformovaných buněk. 

Tabulka 19 - primery užité při PCR kolonií transformovaných s ligační reakcí 

Název Sekvence 

Hygro Rev5 CCAATGTCAAGCACTTCCGG 

miniTurbo seq primer_fwd AATAGACCCGTGAAGCTGAT 

 

Tři vybraní zástupci byli kultivováni v 5 ml LB média s 5 µl Ampicilinu o koncentraci 
50 mg/ml pro následnou izolaci DNA pomocí GenElute™ Plasmid Miniprep Kit. Dva 
vzorky byly následně poslány na sekvenaci do firmy SeqMe s primery CMV_fwd a 
miniTurbo seq primer_fwd, aby byla ověřena správnost sekvence. 

 
  

Název Sekvence 

CMV_fwd CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG 

miniTurbo seq primer_fwd AATAGACCCGTGAAGCTGAT 

Tabulka 20 - primery užité při sekvenaci konstruktu 
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8 VÝSLEDKY 

8.1 Příprava konstruktu pro expresi TUT4 a TUT7 

8.1.1 miniTurboID 

Cílem klonování bylo vložení domény pro biotinylaci s názvem miniTurboID do 
plazmidového vektoru pcDNA5, který obsahoval sekvenci proteinu TUT4 nebo TUT7. 
Klonování u obou vektorů bylo navrženo s využitím restrikčního místa NotI, které bylo 
také přidáno na konce vkládaného fragmentu, aby byly při ligaci kompatibilní. Níže 

jsou vyobrazeny mapy výsledných vektorů programem Genious. 
 

  

Obrázek 7 - mapa vektoru pcDNA5 s vloženou TUT4 a miniTurboID 
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Podle této strategie byly taky navrženy primery pro PCR. Výsledné fragmenty tak měly 
velikost cca 770 párů bazí (zkráceně bp), která byla ověřena gelovou elektroforézou. 

Zbývající většinový objem byl izolován pomocí PCR Purification Kitu (Quiagen). 
Níže je uvedena tabulka s fotometrickým měřením koncentrace takto získaného 

vzorku. 

Tabulka 21 - přehled koncentrací po amplifikaci genu miniTurboID metodou PCR 

Izolovaná DNA byla dále štěpena NotI restrikčním enzymem, velikost se tak snížila 
pouze o jednotky bazí. Tato změna není na gelu detekovatelná, ověřována byla tedy 

opět velikost 770 párů bazí, tedy velikost samotného miniTurboID. Zároveň bylo 
ověřeno, že ve fragmentu není další NotI místo, které by bylo štěpeno. Fragmenty byly 
opět vyříznuty a izolovány. Níže je opět uvedena tabulka se změřenými koncentracemi. 

Takto připravený fragment mohl být použit do ligace, jelikož bylo dosaženo 
dostatečných koncentrací DNA i její čistoty, jak po PCR, tak po štěpení. Kromě 
spektrofotometrického ověření proběhlo navíc ověření elektroforeticky, což nám 
poskytlo jistotu pro další používání fragmentu. 

vzorek  c (ng/µl) A260/A280 A260/A230 

miniTurboID pro TUT4 202,01 1,73 2,17 

miniTurboID pro TUT7 184,03 1,73 2,18 

vzorek  c (ng/µl) A260/A280 A260/A230 

miniTurboID pro TUT4 202,01 1,73 2,17 

miniTurboID pro TUT7 184,03 1,73 2,18 

vzorek  c (ng/µl) A260/A280 A260/A230 

miniTurboID pro TUT4 202,01 1,73 2,17 

miniTurboID pro TUT7 184,03 1,73 2,18 

vzorek  c (ng/µl) A260/A280 A260/A230 

miniTurboID pro TUT4 202,01 1,73 2,17 

miniTurboID pro TUT7 184,03 1,73 2,18 

Obrázek 8 - mapa vektoru pcDNA5 s vloženou TUT7 a miniTurboID 



VÝSLEDKY 

67 

 
Tabulka 22 - přehled koncentrací po štěpení amplifikonu miniTurboID 

 
Plasmid V569 s TUT4 i plasmid V867 s TUT7 byly připravovány stejným postupem. 
Oba plasmidy byly nejprve transformovány do buněk TOP10 E.Coli pro získání většího 
množství. Po jejich izolaci byly změřeny spektrofotometricky výsledné koncentrace, 

které jsou uvedeny v tabulce. 

Tabulka 23 - přehled koncentrací plasmidů DNA izolované po bakteriální transformaci 

vzorek  c (ng/µl) A260/A280 A260/A230 

V569 352,4 2,3 1,8 

V867 463,8 2,3 1,8 

 

Následovalo štěpení NotI restrikčním enzymem, po kterém byla použita navíc alkalická 
fosfatáza, která defosforylovala štěpené konce a plasmid se tak nemohl 
recirkularizovat. Pro ověření velikosti byla využita gelová elektroforéza, kde 

očekávaná velikost V569 byla 10122 párů bazí a V867 9648 párů bazí. Elektroforézou 
jsme zároveň ověřili, že se v plasmidu nachází pouze jedno NotI místo. DNA fragmenty 
byly opět vyříznuty a izolovány, koncentrace byla změřena spektrofotometricky. 

8.2 Ověření a ligace miniTurboID a plasmidů 

Pro porovnání měřených koncentrací byly navíc fragmenty i plasmidy naneseny na gel 
a elektroforeticky separovány vedle sebe ve stejných objemech – 2 µl od každého 
fragmentu i plasmidu a 5 µl od každého fragmentu. Byla tak ověřena nezměněná 
velikost po izolaci po štěpení i měřené koncentrace. Po této kontrole bylo možno 

vzorek  c (ng/µl) A260/A280 A260/A230 

miniTurboID pro TUT4 15,5 1,4 0,08 

miniTurboID pro TUT7 9 1,7 0,03 

Tabulka 24 - přehled koncentrací plasmidů po štěpící reakci 

vzorek  c (ng/µl) A260/A280 A260/A230 

V569 13,23 2,1 0,03 

V867 14,1 1,4 0,05 
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prohlásit i přípravu plasmidů za úspěšnou. Plasmidy byly izolovány i štěpeny do 
dostatečné koncentrace pro další využití. 
Následovala samotná ligace fragmentů a plasmidů. Ligace TUT4 konstrukt byla z dů-
vodu své problematičnosti provedena v poměru vektoru a fragmentu 1:3 i 1:6. 

Následně byla ligační reakce transformována v TOP10 E.Coli. Po proběhnutí kultivace 
byly ověřovány jednotlivé kolonie pomocí PCR na přítomnost zaligovaného fragmentu 
a také na jeho správnou orientaci.  Jelikož bylo použito pouze jedno restrikční místo, 
s 50 % pravděpodobností mohl být fragment zaligován i naopak. Byl proto zvolen 
primer nasedající v sekvenci miniTurboID a primer nasedající v plasmidu, jak je 
zobrazeno na schématu níže. Velikosti amplifikovaných fragmentů byly opět ověřeny 
gelovou elektroforézou. V případě TUT4 konstruktu to bylo 3300bp a TUT7 
konstruktu 1500bp. 

  

10 000 bp 

1000 bp 

Obrázek 9 -ověření purifikace DNA na 1 % agarózovém gelu. Zleva 1 

kb marker, vektory V569 a B867 o velikosti 10 000bp, 100 bp mar-

ker a miniTurboID pro každý konstrukt o velikosti 770bp 

Obrázek 10 - primery užité při PCR kolonií transformovaných s TUT4 konstruktem, modrý text znázorňuje 

sestřiženou sekvenci miniTurboID, červený text sestřiženou sekvenci TUT4, žlutě podbarvené jsou pak primery 

se šipkami znázorňujícími směr syntézy nového vlákna DNA 
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Celkově bylo otestováno 10 kolonií TUT4 konstruktu, z čehož u třech byl pozorován 
produkt o správné velikosti. U TUT7 konstruktu bylo testováno 10 kolonií, z čehož u 

třech byl pozorován produkt o správné velikosti. Vybrané kolonie byly namnoženy na 
izolaci a poté z nich byla DNA izolována. Koncentrace byla změřena fotometricky (viz. 
Tabulka). Vzorky všech kolonií byly také poslány na sekvenaci do firmy SeqMe, která 
potvrdila správnost sekvence. Pro transfekci na stabilní linii a pro tranzientní 
transfekci byl zvolen na základě sekvenace u TUT4 konstruktu klon 9 a u TUT7 
konstruktu klon 10. 
  

3300 bp 

Obrázek 11 - primery užité při PCR kolonií transformovaných s TUT7 konstruktem, modrý text znázorňuje sestřiženou sekvenci mini-

TurboID, červený text sestřiženou sekvenci TUT4, žlutě podbarvené jsou pak primery se šipkami znázorňujícími směr syntézy nového 

vlákna DNA 

1500 bp 

Obrázek 13 – screening kolonií s TUT7 konstruktem pomocí PCR. Nalevo 100 bp marker, násle-

duje 10 testovaných kolonií a negativní kontrola K. Pozorujeme 3 vzorky o správné velikosti 

produktu 1500 bp. 

Obrázek 12 – screening kolonií s TUT4 konstruktem pomocí PCR. Nalevo 1 kb 

marker, následuje 10 testovaných kolonií a negativní kontrola K. Pozorujeme 3 

vzorky o správné velikosti produktu 3300 bp. 
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Tabulka 25 - přehled koncentrací vzorků izolované DNA 

vzorek  c (ng/µl) 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 následně znovu namnožily v bakteriálních buňkách a 
DNA byla izolována znovu pomocí reagencií popsaných v kapitole Metody v 
podkapitole Midi-prep, tentokrát ve větší koncentraci a čistotě. Vzorky byly opět 
měřeny spektrofotometricky. 

Tabulka 26 - přehled koncentrací DNA ve formě Midi-prepu 

vzorek  c (ng/µl) A260/A280 A260/A230 

TUT4 - 9 1249,6 1,7 2,12 

TUT7 - 10 2052,2 1,78 2,38 
 

Při hledání kolonií se správně zaligovaným konstruktem byl pozorován spíše nižší 
podíl pozitivních kolonií. Statistický předpoklad říká, že by správně zaligovaných 
fragmentů měla být polovina. Avšak nebyly otestovány všechny kolonie, je zde tedy 
možnost, že vynechané byly právě ty se správným konstruktem. Většina pozitivních 
kolonií však vykazovala po izolaci vysoké koncentrace DNA v uspokojivé čistotě. Z této 
řady mírně vybočují vzorky TUT4 – 5 a TUT4 – 6, které byly koncentračně níže. 
Odpovídá tomu i intenzita těchto vzorků na gelu, kdy jsou viditelně slabší, než vzorek 
TUT4 – 9. Je tedy možné, že se v těchto koloniích vyskytovalo méně DNA nebo mohlo 
dojít k chybě během přípravy mini-prepu – počet zaočkovaných bakterií mohl být 

nižší, voda na eluci mohla mít nižší teplotu apod. Koncentrace Midi – prepů vybraných 
vzorků byly izolovány v dostačujícím množství i čistotě 
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8.3 Testování exprese TUT7 

Jestli byl konstrukt správně připraven ukázaly testy indukované exprese zkoumaných 
proteinů TUT4 a TUT7 fúzovaných s miniTurboID doménou vyvolenou doxycyklinem. 
Negativní kontrolou byl vzorek buněk neindukované doxycyklinem, značené DOX -. 
Jelikož byl konstrukt s TUT7 připraven dříve, něž TUT4, proběhly na něm testy exprese 
odděleně. Ty proběhly po tranzientní transfekci buněk Hek293. Buňky z tranzientní 
transfekce byly sesbírány, zlyzovány a změřeny metodou dle Bradfordové. 

vzorek  c (ng/µl) 

TUT7 s DOX 14,01 

TUT7 bez DOX 10,45 

Exprese TUTáz byla následně ověřena pomocí western blotu se specifickými protilát-
kami na fúzní tag Flag a TUT7. Očekávaná velikost endogenní TUT7 byla 171 kDa, 
TUT7 s Flag-Tagem a miniTurboID 202 kDa. 

Na části filmu s protilátkou na Flag-Tag pozorujeme slabý signál u vzorku z buněk 
bez indukce doxycyklinem (DOX-), který však velikostně odpovídá fúzovanému 
produktu. Mohlo by se jednat o kontaminaci vedlejším vzorkem či o nanášecí chybu. 
Variantou také zůstává indukcí nekontrolovatelná exprese. U vzorku z buněk 

indukovaných doxycyklinem (DOX+) nelze plně rozlišit jednotlivé signály, avšak signál 
v horní části by mohl odpovídat Flag-TUT7. Signály níže pak mohou být opět 
rozpadové produkty. 

Samostatné testování tranzientní transfekce TUT7 konstruktu tedy poukázalo na 
jeho funkčnost. 

Tabulka 27 - přehled koncentrací proteinů měřené metodou dle Bradfordové 

Obrázek 14 -Ověření exprese TUT7 z TUT7 konstruktu pomocí western blotu. 

Zleva neindukovaný (DOX-) a indukovaný (DOX+) vzorek s protilátkou na Flag-

Tag, následně velikosti dle markeru a indukovaný a neindukovaný vzorek s proti-

látkou na TUT7. Signál byl detekován po 5minutové expozici. 
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Na pravé části filmu lze vidět vzorky inkubané s protilátkou na TUT7. Pozorujeme 
velmi slabý signál ve vzorku bez indukce, který svojí velikostí odpovídá endogenní 
TUT7. Vrchní signál u indukovaného vzorku odpovídá velikosti TUT7 fúzované s Flag-
Tagem a miniTurboID. Signály pod ním mohou odpovídat opět endogenní TUT7 či 
rozpadovým produktům. 

Na membráně inkubované s protilátkou na Flag-Tag opět pozorujeme slabý signál 
u neindukovaného vzorku, který však velikostně odpovídá fúzovanému produktu. 
Mohlo by se jednat o kontaminaci vedlejším vzorkem či o nanášecí chybu. Variantou 
také zůstává indukcí nekontrolovatelná exprese. U indukovaného vzorku nelze plně 
rozlišit jednotlivé signály, avšak signál v horní části by mohl odpovídat Flag-TUT7. 
Signály níže pak mohou být opět rozpadové produkty. 

Samostatné testování tranzientní transfekce TUT7 konstruktu tedy poukázalo na 
jeho funkčnost. 
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8.4 Ověření exprese a biotinylační aktivity miniTurboID - TUT4 a 

miniTurboID - TUT7 

konstrukt  vzorek c (µg/µl) 

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

TUT7 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 dokončení konstruktu s TUT4 byly oba konstrukty opět podrobeny tranzientní 
transfekci. Tentokrát vedle ověření exprese TUTáz proběhly i první testy biotinylace, 
které jsou blíže popsány v kapitole Metody. Po přidání biotinu byly buňky sbírány ve 
třech časových bodech – 5, 10 a 20 minut. 

Všechny vzorky byly vyvolány na film. 

Tabulka 29 - přehled velikostí jednotlivých vzorků 

Sekvence Velikost v kDa 

Flag – miniTurboID – TUT4   217 

Flag – miniTurboID – TUT7 203 

β – tubulin    52 

3x HA – miniTurboID 37 
 

Pro experimenty byly připraveny dvě membrány s odlišným množstvím proteinu – 
10 µg a 20 µg – podle potřeb primárních protilátek. 

Tabulka 28 - přehled koncentrací proteinu u jednotlivých vzorků, čas vždy reprezentuje bod, ve 

kterém byly buňky po přidání biotinu posbírány 
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8.4.1 Biotinylační testy a ověření exprese TUT4 a TUT7 protilátkou Flag-

Tag 

Membrána s 10 µg byla prvně inkubována se Streptavidin – HRP. Bohužel ani po 
delších expozicích nevznikl na filmu žádný signál. Byl použit Streptavidin – HRP 
(ThermoFisher), který již nese HRP doménu, není proto nutné použití sekundární 
protilátky. 

Membrána s 10µg proteinu byla následně podrobena stripování, aby na ni mohla 
být aplikována protilátka na Flag – Tag a mohla tak být ověřena exprese konstruktů. 

U TUT4 konstruktu nebyl zaznamenán žádný signál. 
Na části membrány s TUT7 konstruktem byl pozorován slabý signál u 

neindukovaného vzorku, který však odpovídá očekávané velikosti. Mohlo tedy dojít 
k nanášecí chybě nebo ke kontaminaci při nanášení vzorků na separační gel. U 
indukovaných vzorků je již signál velmi dobře patrný. U 10minutového vzorku 
pozorujeme více signálů, včetně toho o očekávané velikosti, což poukazuje na 
funkčnost konstruktu. Pozorujeme také signál o velikosti endogenní TUT7. 
V neindukovaném vzorku je opět vidět endogenní TUT7. Okolní signály mohou být 
způsobeny nespecifičností protilátky na TUT7 či nedokonalým blokováním membrány, 
může se jednat také o rozpadové produkty. V případě 20minutové biotinylace 
pozorujeme souvislý signál, který může indikovat kontaminaci vzorků DNA. Taková 
kontaminace způsobí během gelové elektroforézy narušení elektrického pole a 
nesprávnou migraci a separaci proteinů v důsledku čehož později vzniká souvislý 
signál na filmu. Experiment tedy opět potvrdil expresi konstruktu TUT7. 

245 kDa 

180 kDa 

135 kDa 

Obrázek 15 – Ověření exprese TUT7 z TUT7 konstruktu pomocí 

western blotu po inkubaci s protilátkou na TUT7. Zleva vidíme 

vzorek z neindukovaných buněk (DOX-) po 10minutové 

biotinylaci, dále doxycyklinem indukovaný vzorek (DOX+) po 

5minutové biotinylaci, indukovaný vzorek po 10minutové 

biotinylaci a indukovaný vzorek po 20minutové biotinylaci. 

Signál byl detekován po 30 s expozici. 
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8.4.2 Biotinylační testy a ověření exprese TUT4, TUT7 a kontrolního 

konstruktu specifickými protilátkami 

Membrána s nanesenými 20 µg proteinu byla inkubována se specifickými protilátkami 
na TUT4, TUT7, tubulin a 3xHA. Protilátky byly aplikovány vždy pouze na tu část 
membrány, kde byl očekáván odpovídající signál. Protilátka na TUT4 byla tedy 
nanesena na část membrány s TUT4 konstruktem, protilátka na TUT7 byla nanesena 
na část membrány s TUT7 konstruktem, protilátka na tubulin byla nanesena na spodní 
část membrány kvůli svojí menší velikosti a protilátka na 3xHA byla nanesena na část 
membrány s negativní kontrolou. Následující experimenty vykazovaly již různorodější 
škálu výsledků. U testů se specifickou protilátkou na TUT4 byl pozorován signál 

odpovídající TUT4 fúzované s Flag-Tagem a miniTurboID u neindukovaného vzorku a 
u vzorku s 5minutovou biotinylací. Příčinou signálu u neindukovaného vzorku mohla 
být nanášecí chyba nebo exprese endogenní TUT4. Testy se Streptavidin – HRP a 
protilátkou na Flag-Tag však ukázaly, že problém byl v nízké aktivitě miniTurboID. 

Jako nanášecí kontrola byl zvolen tubulin pro svoji stabilní expresi v buňce. 
Signály získané ze vzorků inkubovaných s protilátkou na tubulin vykazují podobnou 
intenzitu i velikost. Lze tedy říci, že naneseno bylo zhruba stejné množství od každého 
vzorku. 

  

245 kDa 

180 kDa 

135 kDa 

Obrázek 16 – Ověření exprese TUT4 z TUT4 konstruktu pomocí 

western blotu po inkubaci s protilátkou na TUT7. Zleva vidíme 

vzorek z buněk neindukovaných doxycyklinem (DOX-), násle-

duje doxycyklinem indukovaný vzorek (DOX+) po 5minutové bi-

otinylaci, indukovaný vzorek po 10minutové biotinylaci a indu-

kovaný vzorek po 20minutové biotinylaci. Signál byl detekován 

po 10minutuové expozici. 
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U neindukovaného vzorku TUT7 konstruktu je patrný signál endogenní TUT7 a 
pravděpodobně její rozpadový produkt. 5 ti i 10minutový vzorek vytvořil signál ve 
velikosti odpovídající fúzovanému produktu, avšak v okolí se nachází větší množství 
nespecifických signálů, které mohou být důsledkem, stejně, jak je popsáno výše, 
nespecifičností protilátky nebo přítomností rozpadových produktů. 20minutová 
biotinylace nepřinesla žádné konkrétní výsledky. Bohužel kvůli souvislému signálu u 
20minutového vzorku s protilátkou na Flag-Tag nejsme schopni ověřit příčinu. Jako 
nanášecí kontrola je zde opět tubulin s velice podobnými signály u všech vzorků. I zde 
byla tedy kontrola v pořádku. 
  

Obrázek 17 - Ověření exprese tubulinu z TUT4 konstruktu 

pomocí western blotu. Zleva vidíme vzorek z buněk neindu-

kovaných doxycyk-linem (DOX-), následuje doxycyklinem 

indukovaný vzorek (DOX+) po 5minutové biotinylaci, indu-

kovaný vzorek po 10minutové biotinylaci a indukovaný vzo-

rek po 20minutové biotinylaci. Signál byl detekován po 2mi-

nutové expozici. 

63 kDa 

48 kDa 
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Na filmu můžeme pozorovat signály podobné intenzity u všech vzorků TUT4 i TUT7 
konstruktu o korektní velikosti 50 kDa.  Mírně odlišnými vzorky jsou TUT4 DOX+ 10 

Obrázek 19 - Ověření exprese tubulinu 

v TUT7 konstruktu pomocí western blotu. Zleva 

vidíme vzorek z buněk neindukovaných 

doxycyklinem (DOX-), následuje doxycyklinem 

indukovaný vzorek (DOX+) po 5minutové 

biotinylaci, indukovaný vzorek po 10minutové 

biotinylaci a indukovaný vzorek po 20minutové 

biotinylaci. 

Obrázek 18 - Ověření exprese TUT7 v TUT7 konstruktu 

pomocí western blotu po inkubaci s protilátkou na TUT7.  

Zleva vidíme vzorek z buněk neindukovaných 

doxycyklinem (DOX-), následuje doxycyklinem 

indukovaný vzorek (DOX+) po 5minutové biotinylaci, 

indukovaný vzorek po 10minutové biotinylaci a 

indukovaný vzorek po 20minutové biotinylaci. Signál byl 

detekován po 2s expozici. 

63 kDa 

48 kDa 

245 kDa 

180 kDa 

135 kDa 

100 kDa 
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minut a TUT7 DOX+ 20 minut, kde pozorujeme menší souvislý signál. Mohlo by se 
opět jednat o kontaminaci DNA vzhledem k tomu, že u ostatních vzorků tento sou-
vislý signál není. 

Kontrolní konstrukt inkubovaný s protilátkou na 3x HA vykazoval odpovídající signály 
o velikosti 37,2 kDa, u neindukovaného vzorku signál chyběl. Lze tedy usoudit, že je 
konstrukt správně připraven a ani při tranzientní transfekci nedochází k samovolné 
expresi kontrolního konstruktu. 

Obrázek 20- Ověření exprese miniTurboID 

v konstruktu negativní kontroly pomocí western 

blotu po inkubaci s protilátkou na 3x HA. Zleva 

vidíme vzorek z buněk neindukovaných 

doxycyklinem (DOX-), následuje doxycyklinem 

indukovaný vzorek (DOX+) po 5minutové biotinylaci, 

indukovaný vzorek po 10minutové biotinylaci a 

indukovaný vzorek po 20minutové biotinylaci. Signál 

byl detekován po 2minutové expozici. 

Obrázek 21 - Ověření exprese tubulinu 

v TUT7 konstruktu negativní kontroly pomocí 

western blotu. Zleva vidíme vzorek z buněk 

neindukovaných doxycyklinem (DOX-), následuje 

doxycyklinem indukovaný vzorek (DOX+) po 

5minutové biotinylaci, indukovaný vzorek po 

10minutové biotinylaci a indukovaný vzorek po 

20minutové biotinylaci. Signál byl detekován po 

2minutové expozici. 

48 kDa 

35 kDa 
kDa 

63 kDa 

48 kDa 
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Protože důvodem neúspěchu experimentu se Streptavidin – HRP u 10 µg membrány 
mohlo být nízké množství naneseného proteinu, byla membrána s 20 µg stripována, 
tedy očištěna od protilátek, a vystavena působení Streptavidin – HRP stejně, jako 
membrána s 10 µg. Bohužel ani tentokrát nebyly pozorovány žádné očekáváné signály 
u TUT4 ani TUT7 konstruktu. Jediný signál zde poskytoval tubulin. 

U kontrolního konstruktu bylo pozorováno více signálů. Kromě tubulinu byly na 
filmu také nespecifické signály, které mohou v budoucnu posloužit při vyhodnocování 
biotinylačních experimentů jako negativní kontrola. 

Obecně lze tedy říct, že jako slibný se jeví TUT7 konstrukt. Špatné či žádné signály 

kteréhokoli vzorku po vyvolání mohly být způsobeny více faktory. První příčinou mohl 
být nedostatek proteinového materiálu, jelikož buňky nebyly před tranzientní 
transfekcí dostatečně narostlé. Samotná transfekce má také nízkou účinnost, mohlo se 
tedy jednat o kombinaci faktoru nízkého počtu buněk a nízké účinnosti transfekce. 
Jelikož byly tyto experimenty prováděny až ke konci práce a v časové tísni, byly 
parametry navrženy na základě článku autorů domény miniTurboID. Optimalizaci jistě 
vyžaduje i koncentrace přidávaného biotinu a čas jeho působení. Při případném 

Obrázek 22 Obrázek 22 - Ověření biotinylační aktivity v konstruktech TUT4,TUT7 i konstruktu 

negativní kontroly pomocí western blotu po inkubaci se Streptavidin – HRP. První 

čtveřice je pro TUT4 konstrukt, druhá pro TUT7 konstrukt a třetí pro negativní 

kontrolu.Zleva vidíme vždy čtveřici vzorků – první je vzorek z buněk 

neindukovaných doxycyklinem (DOX-), následuje doxycyklinem indukovaný 

vzorek (DOX+) po 5minutové biotinylaci, indukovaný vzorek po 10minutové 

biotinylaci a poslední je indukovaný vzorek po 20minutové biotinylaci. Signál byl 

detekován po 10minutové expozici. 
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opakování experimentu bych vyzkoušela více různých koncentrací biotinu. Při tomto 
pokusu byl přidán biotin k dosažení 50 µM finální koncentrace, jelikož western bloty 
poukázaly na nízkou aktivitu miniTurboID, mohla by pomoci vyšší koncentrace 
biotinu. Ze stejného předpokladu bych vycházela také u volby času působení biotinu, 
který by mohl být navýšen, aby byla slabší činnost miniTurboID pozorovatelná. 
V článku autorů miniTurboID je při 10minutovém intervalu působení 50µM biotinu 
vidět na membráně inkubované se Streptavidin – HRP pouze slabý signál. Taktéž 
relativní biotinylační aktivita se pohybuje velice nízko až do intervalu 6 hodin, kdy 
intenzivně vzroste. Všechny tyto faktory napovídají použití delšího času pro působení 
biotinu. Důležitým bodem by byl také optimální nárůst buněk pro transfekci. Nakonec 
je také třeba zmínit, že negativní kontrola použitá ve zmiňovaných experimentech 

nebyla zcela ideální. Jedná se o konstrukt s vklonovaným miniTurboID, ovšem místo 
Flag – Tagu v něm byl 3x HA Tag. Pro prvotní experimenty, navíc v časové tísni, byla 
tato kontrola však postačující. Navazující experimenty již budou mít k dispozici 
vhodnější konstrukt s miniTurboID a Flag – Tagem, který byl během práce také 
konstruován, avšak nebyl dokončen včas. 
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8.5 Kontrolní konstrukt V623 s miniTurboID 

Jako kontrolní konstrukt byl vytvořen vektor, ve kterém se nenacházela TUTáza, ale 
pouze doména miniTurboID a 3x HA Tag. 

Gen pro miniTurboID byl tedy namnožen metodou PCR, při které byly na jeho 
konce přidána i restrikční místa BamHI a NotI. Po PCR byla DNA izolována pomocí PCR 
Purification Kitu a koncentrace ověřena spektrofotometricky. 

Tabulka 30 - koncentrace miniTurboID po amplifikaci metodou PCR a izolaci 

vzorek  c (ng/µl) A260/A280 A260/A230 

miniTurboID  140,2 1,8 2,2 

 

Poté bylo miniTurboID spolu s vektorem V623 štěpeno vybranými restrikčními 
enzymy. Velikost byla ověřena gelovou elektroforézou. Z tohoto gelu byla DNA 
vyříznuta a izolována. Koncentrace byly následně opět měřeny spektrofotometricky. 

Tabulka 31 - přehled koncentrací vekrotu V623 a miniTurboID po štěpící reakci 

vzorek  c (ng/µl) A260/A280 A260/A230 

V623 17,49 1,41 0,04 

miniTurboID 11,17 1,36 0,03 

 

Kromě fotometrického stanovení byla koncentrace po izolaci zkontrolována i gelovou 
elektroforézou. Vektoru V623 byly naneseny 2µl, miniTurboID bylo naneseno 
v objemech 2 a 5 µl. 

Obrázek 23 - kontrolní elektroforéza štěpeného vektoru V623 o velikosti 

5250 bp a štěpeného miniTurboID o velikosti 770 bp 

5250 bp 

770 bp 
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8.5.1 Screening bakteriálních kolonií pomocí PCR 

Zkontrolované fragmenty byly připraveny pro ligační reakci, která byla následně 
transformována do bakteriálních buněk, ze kterých proběhla PCR kolonií pro nalezení 
kolonií se správně zaligovaným fragmentem. Otestováno bylo 8 kolonií, byly využity 
dvě teploty pro nasedání primerů – 55 °C a 58 °C, jako úspěšnější byla vyhodnocena 
teplota 55 °C. Očekávaná velikost produktu při gelové elektroforéze byla 1000 párů 
bazí. Úspěšnost ligace byla většinová, navíc byly optimalizovány parametry PCR 
kolonií pro vybrané primery. 

Vybrané pozitivní kolonie byly namnoženy a DNA z nich izolována. Koncentrace 
byla změřena spektrofotometricky.  

Tabulka 32 - přehled koncentrací vybraných vzorků po izolaci DNA 

vzorek c (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 poslány na sekvenaci a na jejím základě byl vzorek 8 namnožen na 
izolaci DNA ve vyšší koncentraci a čistotě. Opět byla koncentrace měřena 
spektrofotometricky a na jejím základě bylo konstatováno, že se konstrukt podařilo 
izolovat v dostatečné koncentraci i kvalitě. 

Tabulka 33 - koncentrace vzorku 8 připraveného ve formě Midi-prepu 

vzorek c (ng/ul) A260/A280 A260/A230 

8 3006 1,7 2,19 

1000 bp 

Obrázek 24 – screening kolonií pomocí PCR ligace V623 s miniTurboID, nalevo 

1 kb marker následovaný 8 testovanými koloniemi a negativní kontrolou 
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9 Závěr 

Tato práce se zaměřuje na terminální uridylyltransferázy a regulaci jejich činnosti 
proteinovými partnery. Cílem práce byla příprava konstruktů pro experimenty, které 
měly za cíl identifikaci nových proteinových partnerů. 

Během práce byly úspěšně připraven expresní konstrukt pro TUT7 s doménou pro 
biotinylaci miniTurboID. Konstrukt ro expresi miniTurboID-TUT4 byl připraven, ale 
předběžné experimenty odhalily problém s expresí. Částečně byla rozpracována 
příprava konstruktu pro negativní kontrolu s miniTurboID. 

Proběhly testy exprese konstruktů s TUT4 a TUT7 v Hek293 buněčné linii, na základě, 
kterých byla potvrzena funkčnost TUT7 konstruktu. Byly provedeny biotinylační testy 
obou konstruktů, které neprokázaly biotinylační aktivitu v tranzientním provedení. 

Proběhly také pokusy o přípravu stabilních buněčných linií TUT7 konstruktu, které 
byly bohužel neúspěšné. 

Z časových důvodů nebyly provedeny biotinylační experimenty pro získání značených 
proteinů a jejich následnou analýzu. 
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Příloha A Sekvence V569-TUT4-miniTurboID 

Legenda: miniTurboID 
3x FLAG 
NotI 
TUT4 
Start codon 
Stop codon 

ATGGACTACAAAGACCATGACGGTGATTATAAAGATCATGACATCGATTACAAGGATGAG
ATGACAAGCTTGCGGCCGCAATCCCGCTGCTGAACGCTAAACAGATTCTGGGACAGCTGGA
CGGCGGGAGCGTGGCAGTCCTGCCTGTGGTCGACTCCACCAATCAGTACCTGCTGGATCGA
ATCGGCGAGCTGAAGAGTGGGGATGCTTGCATTGCAGAATATCAGCAGGCAGGGAGAGGA

AGCAGAGGGAGGAAATGGTTCTCTCCTTTTGGAGCTAACCTGTACCTGAGTATGTTTTGG
CGCCTGAAGCGGGGACCAGCAGCAATCGGCCTGGGCCCGGTCATCGGAATTGTCATGGCAG
AAGCGCTGCGAAAGCTGGGAGCAGACAAGGTGCGAGTCAAATGGCCCAATGACCTGTATC
TGCAGGATAGAAAGCTGGCAGGCATCCTGGTGGAGCTGGCCGGAATAACAGGCGATGCTG
CACAGATCGTCATTGGCGCCGGGATTAACGTGGCTATGAGGCGCGTGGAGGAAAGCGTGG
TCAATCAGGGCTGGATCACACTGCAGGAAGCAGGGATTAACCTGGACAGGAATACTCTGG
CCGCTATGCTGATCCGAGAGCTGCGGGCAGCCCTGGAACTGTTCGAGCAGGAAGGCCTGGC
TCCATATCTGTCACGGTGGGAGAAGCTGGATAACTTCATCAATAGACCCGTGAAGCTGATC

ATTGGGGACAAAGAGATTTTCGGGATTAGCCGGGGGATTGATAAACAGGGAGCCCTGCTG
CTGGAACAGGACGGAGTTATCAAACCCTGGATGGGCGGAGAAATCAGTCTGCGGTCTGCC
GAAAAGGTTGCGGCCGCGAATTCGATTATGGAAGAGTCTAAAACCTTAAAAAGTGAAAAT
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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Příloha B Sekvence V867-TUT7-miniTurboID 

Legenda:  miniTurboID 
3x FLAG 
NotI 
TUT7 
Start codon 
Stop codon 

ATGGACTACAAGGACCACGACGGTGACTACAAGGACCACGACATCGACTACAAGGACGAC
GACGACAAGTGCGGCCGCATCCCGCTGCTGAACGCTAAACAGATTCTGGGACAGCTGGACG
GCGGGAGCGTGGCAGTCCTGCCTGTGGTCGACTCCACCAATCAGTACCTGCTGGATCGAAT
CGGCGAGCTGAAGAGTGGGGATGCTTGCATTGCAGAATATCAGCAGGCAGGGAGAGGAAG

CAGAGGGAGGAAATGGTTCTCTCCTTTTGGAGCTAACCTGTACCTGAGTATGTTTTGGCGC
CTGAAGCGGGGACCAGCAGCAATCGGCCTGGGCCCGGTCATCGGAATTGTCATGGCAGAAG
CGCTGCGAAAGCTGGGAGCAGACAAGGTGCGAGTCAAATGGCCCAATGACCTGTATCTGC
AGGATAGAAAGCTGGCAGGCATCCTGGTGGAGCTGGCCGGAATAACAGGCGATGCTGCAC
AGATCGTCATTGGCGCCGGGATTAACGTGGCTATGAGGCGCGTGGAGGAAAGCGTGGTCA
ATCAGGGCTGGATCACACTGCAGGAAGCAGGGATTAACCTGGACAGGAATACTCTGGCCG
CTATGCTGATCCGAGAGCTGCGGGCAGCCCTGGAACTGTTCGAGCAGGAAGGCCTGGCTCC
ATATCTGTCACGGTGGGAGAAGCTGGATAACTTCATCAATAGACCCGTGAAGCTGATCAT

TGGGGACAAAGAGATTTTCGGGATTAGCCGGGGGATTGATAAACAGGGAGCCCTGCTGCT
GGAACAGGACGGAGTTATCAAACCCTGGATGGGCGGAGAAATCAGTCTGCGGTCTGCCGA
AAAGTGCGGCCGCGGAGATACAGCAAAACCTTATTTCGTGAAGCGCACTAAAGACCGGGG
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 


