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Abstrakt

Arabidopsis thaliana neboli Husenicek rolni je drobna dvoudélozna rostlina, ktera se
vyuziva jako modelovy organismus v molekularni genetice rostlin. A. thaliana se stala
modelovou rostlinou z toho diivodu, Ze ma nejmensi a kompletné sekvenovany genom
Vv rostlinné ti$i. Pomoci funk¢éni analyzy genit mohou byt provadény editace genomt —
cilené mutace, delece ¢i inzerce. V soucasnosti Se pro editaci genomu vyuziva
nejnovejsi metoda CRISPR/Cas, ktera prostiednictvim dvou komponent, proteinu Cas
a gRNA, dokaze zasahovat do genomu vSech organismi a zavadét tak mutace
V konkrétnim misté DNA.

Tato bakalafska prace je zaméfena na piipravu CRISPR/Cas konstrukti, které
povedou k vytvoteni delece v oblasti promotoru genu CREL, ktery kdduje cytokininovy
receptor. Celkem byly pfipraveny ¢&tyfi CRISPR/Cas konstrukty. Dva ptipravené
destina¢ni vektory obsahovaly Casl12a a gRNA s protospacerovou sekvenci cilenou na
701. bp nebo 1222. bp pCREL. Dalsi dva destina¢ni vektory obsahovaly Cas9 a gRNA
s protospacerovou sekvenci cilenou na 281. bp nebo 559. bp pCRE1. Z divodu
pandemie COVID-19 nebylo mozné v praci pokracovat, nicméné cilem bylo vytvofit
konstrukty s Cas9 ¢i Casl2a se dvéma gRNA s riznymi protospacery tak, aby diky
pfitomnosti obou protospacerti v jednom destina¢nim vektoru doslo v A. thaliana
k deleci pCRE1l. Tyto CRISPR/Cas konstrukty budou dale transformovany do
Agrobacterium tumefaciens GV3101 a nasledn¢ metodou floral dip do A. thaliana
Col-0.
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a model organism in the molecular genetics of plants. A. thaliana became a model plant
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CILE PRACE

- Zpracovani literarni reSerSe na téma:
o Arabidopsis thaliana a rostlinné hormony cytokininy se zamétfenim na
jejich biosyntézu, signalizaci a receptor CRE1
o metoda CRISPR/Cas se zaméfenim na nukleasy Cas9 a Casl2a
- Piiprava CRISPR/Cas9 a CRISPR/Casl12 konstrukti cilenych na promotor genu
CRE1
o Klonovani protospacerovych sekvenci do  vstupnich vektord
pEn-Sa_Chimera nebo pEn-RZ_Lb-Chimera
o Klonovani prvni gRNA obsahujici 1. protospacer do destina¢nich vektori
pDe-EC-SaCas9 nebo pDe-ECP-ttLbCasl2a
o Klonovani druhé gRNA obsahujici 2.protospacer do destinacnich vektori
pDe-EC-SaCas9 nebo pDe-ECP-ttLbCas12a obsahujicich prvni gRNA
o Vyména Kazety obsahujici gen rezistence na gentamycin za kazetu
obsahujici bar kodujici rezistenci vuéi herbicidu Basta u vektort

obsahujicich Cas12a



1 UVOD

Arabidopsis thaliana neboli huseni¢ek rolni je drobna dvoudélozna rostlina z Celedi
brukovitych, ktera se pouziva jako modelovy organismus v molekularni genetice rostlin.
Tato jednoleta bylina, jejiz genom je nejmensi v celé rostlinné tisi, je vyuzivana ve
vyzkumu piedevsim diky kratké generac¢ni dobé a snadné kultivaci in vivo i in vitro.

Mezi nejnovéjsi nastroje editace genomu umoznujici cilené delece, inzerce piipadné
cilené mutace patii technologie CRISPR/Cas, ktera jiz byla uspésn¢ aplikovéana u bakterii,
kvasinek, vlaknitych hub, sav¢ich bunék i u rostlin. Tato metoda vyuziva pouze dvé
komponenty, Cas protein a gRNA. Mezi nejcastéji pouzivané Cas nukleasy patii Cas9
izolovany ze Streptococcus pyogenes a novégjsi Casl2a (téz Cpfl) izolovany ze
Lachnospiraceae bacterium. Tyto nukleasy se li§i svou strukturou, ¢ehoZz se vyuziva pro
specifické upravy genomu. Rozdily také spocivaji ve vedeni gRNA, jejich navazani na
cilovou DNA a vsamotném Stépeni cilové sekvence DNA. VSechny tyto faktory
ovliviiuji, ktera z nukleas je vhodné&jsi pro pozadovanou upravu genomu. Pfi vybéru
ptislusné nukleasy je dilezitd PAM sekvence, ktera se nachdzi v blizkosti cilového mista
na DNA. U Cas9 je PAM sekvence bohata na GC, naopak PAM sekvence u Casl2a je
bohata na AT. Specifické oblasti napi. promotory maji v sekvenci velky obsah AT,
z tohoto diivodu byla v praci pouzita i nukleasa Cas12a.

Experimentalni ¢ast bakalarska prace je zaméfena na piipravu CRISPR/Cas konstruktii
obsahujicich Cas9 nebo Casl2a nukleasu a gRNA cilené na promotor genu CREL, ktery
koduje cytokininovy receptor. Pripravené konstrukty v Escherichia coli TOP10 budou
nasledné transformovany do Agrobacterium tumefaciens GV3101 a nasledné budou
metodou floral dip transformovany do Arabidopsis thaliana s cilem deletovat promotor
genu CRE1. Ziskané vysledky by mohly v budoucnu napomoct k porozuméni funkce

prvniho intronu CRE1 pfi regulaci transkripce.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Modelovy organismus Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana neboli Husenicek rolni je drobna dvoudélozna rostlina, ktera se fadi
do Celedi brukovitych (Brassicaceae) pouzivana zejména jako modelovy organismus
v molekuldrni genetice rostlin. S touto jednoletou bylinou se mizeme bézné setkat
v piirod¢, kde se jeji populace vyskytuje téméf na kazdém Kkontinentu s vyjimkou
nejsevernéjSich oblasti. V soucasné dobé¢ zname nékolik raznych ekotypt, které se
pouzivaji pro experimentalni analyzu, av§ak nejhojnéji vyuzivany jsou ekotypy Columbia
(Col-0) a Landsberg (Ler—0) (Meinke et al., 1998).

A. thaliana se stala modelovym organismem zejména diky velikosti svého genomu
(1,25.108 bp), ktery byl v roce 2000 prostiednictvim projektu The Arabidopsis Genome
Initiative (AGI) kompletné sekvenovan (The Arabidopsis Initiative, 2000). Pro srovnani
S ostatnimi organismy je velikost tohoto genomu 27krat vétSi nez genom bakterie
Escherichia coli (4,6.10° bp) (Blattner et al., 1997), je srovnatelna s velikosti Zivo&isného
genomu musky octomilky (Drosophila melanogaster) (1,25.108 bp) (Adams et al., 2000)
a v porovnani s velikosti genomu ¢lovéka (3,2.10° bp) je priblizné 26krat mensi (Venter
et al., 2001). Vysledky sekvenace genomu odhalily, Ze v bunécném jadie A. thaliana se
na péti riznych chromozomech nachazi 29 000 gent, které koduji 37 000 proteinti
(Laibach, 1907; The Arabidopsis Initiative, 2000).

Dal$imi nespornymi vyhodami A. thaliana je jeji kratky zivotni cyklus, ktery trva
pouhych 6-8 tydna (Obr. 1) (Meinke et al., 1998). Za tuto dobu je jedna rostlina schopna
vyprodukovat az 10 000 velmi malych semen, ¢imz se rapidné zvySuje uspéSnost
mutageneze (Meyerowitz a Pruitt, 1985). Navic, je tato rostlina autogamni, tj. opylovava
sama sebe bez potieby pfitomnosti rozmnozovaciho partnera, ¢ehoz se vyuziva pfi
vzajemném kiizeni rostlin a jejich rozmnozovani za extrémnich podminek (Meyerowitz

a Pruitt, 1985; Abbott a Gomes, 1989).
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eSule se semeny
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Sesule se zralymi T — @(%
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Obr. 1 Zivotni cyklus Arabidopsis thaliana Col-0. v jednotlivych fazich Zivotniho cyklu od
semene az po dospélou rostlinu schopnou vlastni reprodukce (45 dni).

A — dospéla rostlina obsahujici dozravajici SeSule se semeny

B — kvét

C — pylové zrno

D — zrala SeSule se semeny (vlevo: uzaviena, vpravo: oteviena) (Kramer, 2015, upraveno).
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2.2 Cytokininy

Cytokininy se fadi mezi rostlinné hormony, které jsou od svého objevu identifikovany
jako faktory podporujici bunécnou proliferaci a staly rast v kultivovanych rostlinnych
bunkach (Miller et al., 1955, 1956). Jejich pisobeni ma zna¢ny vyznam na regulaci
jednotlivych trovnich ristu a vyvoje rostlin (Ferreira a Kieber, 2005). Tyto hormony
ovliviiuji napiiklad kliceni semen (Khan, 1968), inhibuji apikalni dominanci (Prochazka
a Jacobs, 1984), oddaluji starnuti lista (Leopold a Kawase, 1964) a puisobi jako negativni
regulatory rustu kotene (Werner et al., 2003).

Tyto vyznamné signalni latky byly objeveny védci Folke Skoogem a Carlosem
Millerem na pocatku 50. let 20. stoleti, S tim Zze prvni objeveny cytokinin se prekvapiveé
nevyskytoval v rostlinnych buiikach, ale byl izolovan z autoklavované DNA spermie
sled’d a poté identifikovan jako derivat adeninu, 6 — furfurylaminopurin. Podle obecného
nazvu kinin, kterym se jiz od poc¢atki oznacovali latky schopné stimulovat cytokinezi,
byla objevena slouéenina pojmenovana kinetin (Miller et al., 1955, 1956). Prvnim
objevenym piirodnim cytokininem byl trans-zeatin (6-(4-hydroxy-3-methylbut-2-en-1-
ylamino) —9H-purin), ktery byl identifikovan v nedozralém kukufi¢éném endospermu
(Letham, 1973). Teprve o n¢kolik let pozdé&ji byla pfitomnost kinetinu detekovana i
v DNA lidskych a rostlinnych bunék (Barciszewski et al., 1996).

2.2.1 Chemicka struktura

Z chemického hlediska fadime ptirozené se vyskytujici cytokininy mezi derivaty adeninu,
které maji bud’ isoprenoidni nebo aromaticky postranni fetézec v poloze N® (Frébort et
al., 2011). Cytokininy s isoprenoidnim postrannim fetézcem se vyskytuji pfevazné v
rostlinach a mezi nejznamé;si z nich patii: N®-(A2- isopentenyl) -adenin (iP), trans—zeatin
(tZ), cis—zeatin (cZ), a dihydrozeatin (DZ) (Obr. 2A). Cytokininy typu iP a tZ jsou
hlavnimi formami, které se nachazeji v A. thaliana (Kiba et al., 2013). Mezi cytokininy s
aromatickym postrannim fetézcem se tadi ortho—topolin (0T), meta—topolin (mT) a 6—
benzylaminopurin (BAP) (Sakakibara, 2006) (Obr. 2B). Kromé& pfirozen¢ se
vyskytujicich cytokininti, mohou vykazovat cytokininovou aktivitu také syntetické latky
napt. derivaty mocoviny (N, N'-difenylmocovina, thidiazuron), které se na rozdil od

ptirodnich cytokinint lisi svou strukturou (Mok et al., 1982).
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Obr. 2 Strukturni vzorce vyznamnych derivatu adeninu s postrannim isoprenoidnim fetézcem (A)
a aromatickym fetézcem (B).

2.2.2 Biosyntéza cytokinini

Doposud byly objasnéné dvé mozné metabolické drahy, které vedou k syntéze cytokinind
S isoprenoidnim postrannim fetézcem. Prvni biosynteticka draha je zalozena na degradaci
t-RNA, druhd probiha na zéklad¢ isopentenylace volnych adeninovych nukleotidi.
V obou piipadech hraje klicovou roli enzym isopentenyltransferasa (IPT) -adenylatova
IPT nebo tRNA-IPT (Sakakibara, 2006).

V piipadé de novo biosyntézy (Obr. 3) dochazi k prenylaci adeninu na pozici N°, ktery
je pritomen v nukleotidové formé¢ (AMP, ADP nebo jako ATP). Tato reakce zahrnujici
modifikaci adeninu isoprenoidnim zbytkem je katalyzovana AMP-dependentni
adenylatovou IPT nebo ADP/ATP-dependentni adenylatovou IPT; donorem
isoprenoidniho fetézce je dimetylalyllpyrofosfat (DMAPP) nebo (E)-4-hydroxy-3-
methyl-but-2-enyl difosfat (HMBDP) (Sakakibara, 2006).
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DMAPP je syntetizovan pomoci mevalonatové dréhy, ktera je lokalizovana predevSim
Vv cytosolu eukaryotnich bun¢k (Rohmer, 1999). Oproti tomu HMBDP je metabolickym
meziproduktem methylerythroil fosfatové drahy, jejiz lokaci jsou plastidy a bakterie
(Hecht et al., 2001). Produktem této reakce jsou iP nukleotidy: isopentenyladenin
ribosid-5"-monofosfat (iPRMP), isopentenyladenin ribosid-5"-difosfat (iPRDP) nebo
isopentenyladenin ribosid-5"-trifosfat (IPRTP) (Kakimoto, 2001; Takei et al., 2001).

Prvni cytokininova biosyntetickd aktivita byla pozorovana u hlenky Dictyostelium
discoideum (Taya et al., 1978); prvni biosynteticky gen byl identifikovan
v Agrobacterium tumefaciens (Akiyoshi et al., 1984). VVzhledem k tomu, Ze adenylatové
IPT obou mikroorganismt upiednostiiovaly AMP jako substrat, ptedpokladalo se, ze
AMP je preferovanym substratem adenylatové IPT. Nicméné, o n€kolik let pozdgji byly
ipt geny identifikovany také u vyssich rostlin, konkrétné u A. thaliana, Petunia hybrida
¢i Humulus lupulus (Zubko et al., 2002; Sakano et al., 2004). V modelové rostliné A.
thaliana bylo identifikovano celkem 9 IPT (AtIPT1 — AtIPT9), vyuZzivajicich pfednostné
ADP/ATP namisto AMP (Takei et al., 2001). Toto vede k ptedpokladu, ze adenylatova
IPT u mikroorganismti vyuziva piednostné AMP, zatimco u rostlin je akceptorem
isoprenoidniho zbytku zejména ADP ¢i ATP (Sakakibara, 2006).

Kromé¢ iP se v A. thaliana nachazi také tZ, ktery je syntetizovan z iP nukleotidu tzv.
trans-hydroxylaci. Tato reakce je katalyzovana enzymem cytochrom P450
monooxygenasou (CYP735A) (Takei et al., 2004). Produktem této reakce jsou tZ
nukleotidy: trans-zeatin ribosid-5"-monofosfat (tZRMP), trans-zeatin ribosid-5"-difosfat
(tZRDP) nebo trans-zeatin ribosid-5"-trifosfat (tZRTP) (Sakakibara, 2006). Kromé této
reakce muze byt tZ syntetizovan také dosud neobjasnénou drahou nezavislou na iP
nukleotidu (Astot et al., 2000).

Analyzou ryze (Oryza sativa), byly objeveny tzv. lonely guy (LOG) geny, které koduji
enzym pusobici V poslednim kroku biosyntézy cytokininti (Kurakawa et al., 2007). LOG
enzymy se tadi mezi fosforibohydrolasy a katalyzuji pfeménu neaktivnich IP a tZ
nukleotidt na biologicky aktivni volné baze. U A. thaliana bylo celkem identifikovano 7
gent kodujicich LOG enzymy (Kuroha et al., 2009).

14



HN’\)\ HN/\)\,()H

MEP draha NN EYFsA ‘\)\:E‘\:> MVA dréha
TATP — Gy B2 SN MEP dréha
PPP-O4 0 PPP-O 0.
iPRTP _ 7 \ZRTP
A_on OHOH OHOH
IR tRNA+DMAPP
HMBDP
tRNA-IPT
lMVAdréha m\“\)\ “N/\)\,()ll l
: NN NSN prenyl-tRNA
‘ euflarEnfes
(

])IL()’\/)\ + ADP == PP-(

oy PP-(
Y— iPRDP \/—)\f tZRDP st cairaavl 2
DMAPP OHOH OHOH efeayEIRNA

v\/i)ll
R HNAAOH HN~AOH HNA
T NS [CYPsA] NN NN xﬁ;&\;
N B on R
— P-( P-C P-C P-(
< iPRMP 05 1ZRMP K/"ﬂ DZRMP '(“\J CZRMP
(‘)H()H J OHOH OHOH \ OHOH
I 1 ! I
L L L T T T T R puptly APy, R - OH
N~ HN~AOH HN~AOH nr\‘\)’\
NN NS NN NS
Iy [Eos) NIy [os] Yx¥ [os) ¥ (og)
HO- _o HO- o HO- o HO- _o.
: (ZR DZR — cZR
OHOH OHOH OHOH OHOH
OH,
. HN~A~OH HN~AOH 2 AQ
o s vy PR
\ . N NN NN
H iP H tZ H DZ H ¢Z

Obr. 3 De novo biosyntéza cytokinini S isoprenoidnim postrannim fetézcem.

Prostfednictvim methylerythroil fosfatové drahy (MEP) dochazi k produkci meziproduktu (E)-4-
hydroxy-3-methyl-but-2-enyl difosfat (HMBDP), ktery je spole¢né s AMP, ADP ¢i ATP vyuzit
jako substrat v reakci, kterou katalyzuje adenylatova isopentenyltransferasa. Druhym donorem
isoprenoidniho fetézce muze byt kromé HMBDP také dimetylallylpyrofosfat (DMAPP), ktery je
syntetizovan prostiednictvim mevalonatové drahy (MVA). Produktem téchto reakci jsou iP
nukleotidy: isopentenyladenin ribosid-5"-trifosfat (iPRTP), isopentenyladenin ribosid-5"-difosfat
(iPRDP) a isopentenyladenin ribosid-5"-monofosfat (iPRMP), které mohou byt za katalyzy
enzymem cytochrom P450 monooxygenasou (CYP735A) konvertovany za vzniku tZ nukleotidu:
trans-zeatin ribosid-5"-trifosfat (tZRPT), trans-zeatin ribosid-5"-difosfat (tZRDP) a trans-zeatin
ribosid-5"-monofosfat (tZRMP). (Kamada-Nobusada a Sakakibara, 2009, upraveno).

K produkci cytokinind rovnéZ pfispiva nepfima cesta biosyntézy, kterd je zaloZena na
degradaci tRNA vyuzivajici tRNA-IPT (Obr. 4). V piipadé¢ A. thaliana koduji tento
enzym dva geny AtIPT2 a AtIPT9 (Golovko et al., 2002). Existuje n¢kolik druhti tRNA,
které umoznuji navazani isoprenoidniho fetézce z DMAPP na adenin, ktery se nachazi na
3" konci antikodonu. Pfi nasledné degradaci tRNA se prenylovany adenosin uvoliuje, a
jelikoz prenylova ¢ast tRNA obsahuje cis—hydroxylovou skupinu vznika primarné cZ
(Miyawaki et al., 2006). Produkovany cZ muze byt pfeménén na tZ v reakci, ktera je

katalyzovana enzymem cis-trans-isomerasou (Bassil et al., 1993).
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Obr. 4 Schéma biosyntézy CZ prostiednictvim degradace tRNA. Isoprenoidni fetézec z
dimethylallylpyrofosfatu (DMAPP) se vaze na adenin, ktery se nachdzi na 3 'konci pre-tRNA, za
katalyzy enzymem tRNA-IPT vznika isopentenylovana tRNA a difosfat (PP). Nasledné dochazi
k cis-prenylaci a poté k degradaci tRNA, kdy se prenylovany adenosin uvoliiuje za vzniku cZ.
Tento produkt mtze dale konvertovat za katalyzy enzymem cis-trans-isomerasou, kdy vznika tZ
(Sakakibara, 2005, upraveno).

2.2.3 Signalni draha

Obecny princip pfenosu signalu spoc¢iva v tom, Ze koncentrace signalnich molekul je
zachycena vhodnymi receptory, které dale ptevadi signal do vnitini signalizacni kaskady
a poté dochazi k bunécné odpoveédi nejéastéji ve formé genové exprese. Nejcastéji je
prenos signalu zprostfedkovan fosforylaci piislusnych proteind a naslednym ptrenosem
fosfatové skupiny az domista odpovédi (Graves a Krebs, 1999). V ptipadé
cytokininového signalu je signal veden pomoci vicestupiiového fosforylaéniho systému
skrze tzv. dvouslozkovou signalni drahu tzv. TCS systém - (ftwo — component system),
ktera je jiz popsana u bakterii, rostlin i nizsich eukaryot (Stock et al., 1989; West a Stock,
2001).

Tato dvouslozkové signdlni drédha je tvofena dv€ma proteiny, senzorovou histidin
kinasou (HK) a regulatorem odpovédi (tzv. RR — response regulator) (Hoch a Silhavy,
1995). Obvykle HK obsahuje vné&jsi cytoplazmatickou senzorovou doménu a
cytoplazmatickou  kinasu s katalytickym  vazebnym mistem pro ATP a

dimeriza¢ni/histidin fosfotransferovou doménou (Dutta et al., 1999). RR proteiny
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obvykle obsahuji konzervovanou pfiijimaci doménu a efektorovou doménu (Baikalov et

al., 1996).

2.2.3.1 Cytokininova signalizace u Arabidopsis thaliana

Signaliza¢ni cytokininova draha je nejlépe prozkoumana a objasnéna piedevSim u A.
thaliana, kdy po kompletni analyze genomu byly objeveny geny kodujici proteiny, které
jsou podobné proteintim ucastnicich se TCS. Na rozdil od vySe popsané¢ho TCS systému
obsahujiciho pouze dvé slozky, HK a RR, je signaliza¢ni draha u A. thaliana tvoiena
tfemi komponentami. Kromé¢ AHK zde najdeme regulator odpovédi ARR (Arabidopsis
response regulator) (Imamura et al., 1999) a histidinfosfotransferovym proteinem AHP
(Arabidopsis histidin—containing phosphotransfer protein) (Suzuki et al., 2002). Navic,
misto senzorové HK je u A. thaliana piitomna hybridni HK tzv. AHK (Arabidopsis
histidin kinase) obsahujici histidin kinasovou doménu a piijimaci doménu (Yamada et
al., 2001).

Prenosu cytokininového signalu u A. thaliana zac¢ind navazanim cytokininu na
CHASE doménu (Cyclase/His kinase-Associated Sensory Extracellular domain) jednoho
ze tii cytokininovych receptori  CRE1/AHK4, AHK2 nebo AHK3 (Obr. 5)
(Anantharaman a Aravind, 2001). Jakmile je ligand navazan na senzorovou doménu AHK
dochazi ke zméné konformace tohoto proteinu, coz vyvolava jeho autofosforylaci;
dochazi k fosforylaci His zbytku v histidin kinasové doméné. Nasledné je fosfat pfenesen
na Asp v piijimaci doméné AHK, odkud je dale pfenesen na His zbytek ptislusného AHP
(West a Stock, 2001; Hutchison a Kieber, 2002). Ten je transportovan do jadra, kde
dochazi fosforylaci k aktivaci regulatord odpovédi ARR (Arabidopsis response regulator)
typu B (Hwang a Sheen, 2001). Tyto regulatory jsou téz nazyvany jako pravé transkripéni
faktory, nebot” spousti expresi gend zapojenych do primarni cytokininové odezvy, mezi
néz patii napt. gen WUSCHEL (WUS) kédujici transkripéni faktory, které se podili na
udrZovani stalého po¢tu kmenovych bunék ve stonkovém vrcholu u A. thaliana (Wang et
al., 2017). Rovnéz bylo prokazano, ze ARR typu B se podili na expresi negativnich
regulatord, jimiz jsou ARR typu A (Sakai et al., 2001). Tyto regulatory odpovédi jsou
stejn€ jako ARR typu B schopné vazat fosfat (dochdzi ke vzdjemné kompetici o vazbu
fosfatu mezi ARR typu a ARR typu B), nicméné postradaji DNA vazebnou doménu,

nemohou tedy aktivovat expresi genu v jadie (Buechel et al., 2010).
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Obr. 5 Cytokininova signalizace u A. thaliana. Receptory histidin kinas AHK2-AHK4 jsou
lokalizovany na endoplazmatickém retikulu nebo plazmatické membrané. Po navdzani cytokininu
se spusti fosforylaéni procesy. Fosforylovana skupina (P) se nejprve pienasi z konzervovaného
His (H) na zbytek Asp (D) vreceptoru, poté se fosfat prenese na pét proteint
histinfosfotransferasy AHP1-AHP5. AHP6, ktery je oznaCovan jako pseudo-HP putsobi jako
inhibitor cytokininové signalizace, jelikoz kompetuje s AHP1-5 o vazbu fosfatu. AHP neustale
translokuji mezi jadrem a cytosolem, kde jsou ARR opét fosforylovany, coz vede k aktivaci
regulatoru odpovédi ARR typu B, které nasledné aktivuji expresi gent primarné zapojenych do
cytokininové odpovédi. Mimo jiné, ARR typu B aktivuji ARR typu A, které spolecné s ARR typu
B kompetuji o vazbu fosfatu. Na rozdil od ARR typu B, ARR typu A neobsahuji DNA vazebnou
doménu, nejsou tedy schopné regulovat expresi genti v jadie = negativni zpétna vazba. Ackoli
pusobi jako negativni regulatory, bylo prokazano, ze ARR4 zvySuje regulaci fytochromu B (El-
Showk et al., 2013, upraveno).

Prostiednictvim vyzkumu, ve kterém byly zkoumany A. thaliana obsahujici mutaci
v genu crel, ktery koduje histidin kinasu byl identifikovan prvni cytokininovy receptor
(Inoue et al., 2001). Tento receptor je ozna¢ovan ttemi moznymi nazvy — AHK4 (Yamada
et al., 2001), WOL1 (wooden leg 1) (Mahonen et al., 2000) nebo CRE1 (cytokinin
response 1) (Inoue et al., 2001). Z dtivodu kompletni sekvenace genomu této modelové
rostliny byla identifikace dalsich cytokininovych receptorit urychlena a doslo k objevu
dalsich dvou cytokininovych receptori oznacenych jako — AHK2 a AHK3 (Hwang a
Sheen, 2001). VSechny zminéné receptory maji velmi podobnou strukturu, fadi se mezi

senzorové HK a obsahuji extracelularni CHASE doménu, kterd se podili na pifjmu
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cytokininového signalu (Anantharaman a Aravind, 2001). Bylo vSak prokazano, ze Se
jednotlivé receptory lisi v citlivosti na rizné druhy cytokinini (Spichal et al., 2004).
Podle studii ma tZ nejvyssi afinitu pro AHK3 a CRE1/AHK4. Cytokinin typu iP a ribosid
IPR se vazi 10krat pevnéji k receptoru CREL/AHK4 nez AHK3, zatimco DZ vykazuje
vyssi afinitu k AHK3. Naopak pfi zkoumani citlivosti Kk aromatickym cytokininiim jako
BA se prokazala velmi nizka citlivost (Spichal et al., 2004; Romanov et al., 2006).
Rovnéz bylo zjisténo, ze vazbu cytokininu na receptor ovliviiuji biochemické parametry
jako jsou pH nebo teplota (Romanov et al., 2006).

Objasnéni subcelarni lokalizace receptort trvala fadu let. Nejprve se védci domnivali,
Ze se receptory nachazi v plazmatické membrané protoplastt, vysledky vsak nebyly
jednozna¢né a vyzkum pokracoval dal (Kim et al., 2006). O n&kolik let pozdé&ji se
lokalizace receptort zkoumala prostfednictvim vazby zeleného fluorescen¢niho proteinu
GFP (green fluorescent protein) s AHK3. Tato studie dospéla k zavéru, Ze jsou receptory
lokalizovany na endoplazmatickém retikulu (Caesar et al., 2011; Wulfetange et al.,
2011). V roce 2020 se pomoci vyhodnoceni mapovani subcelarni lokalizace receptort,
ktera vyuziva fluorescentné znacenych sond odvozenych od iP a CRE1/AHKA4
fazovanych s GFP dospélo kzavéru, ze se receptory mohou nachazet jak
na endoplazmatickém retikulu, tak v plazmatické membrané (Kubiasova et al., 2020).

Cytokininovy receptor CRE1/AHK4 (Obr. 6) je piednostné exprimovan Vv pericyklu a
v cévnim valci kofene (Obr. 7) (Médhonen et al., 2000; Liu et al., 2019). Jedna se o
receptor, ktery po navazani jak pfirodnich, tak syntetickych cytokinint aktivuje
naslednou fosforylaci ptislusnych proteinti, coz vede k pienosu signalu az do mista

odpovédi (Yamada et al., 2001).

™ LS ™ HK AK

.\‘«D— CHASE -D{-H D we

Ck ATP P

Obr. 6 Schéma struktury cytokininového receptoru CRE1/AHK4, ktery se nachazi u Arabidopsis
thaliana. Sipky zobrazuji mista fosforylace a nasledny pienos vysokoenergetického fosfatu mezi
doménami. Proteinové domény: TM, transmembrana; LS, vazba ligandu (CHASE); HK, histidin
kinasa; AK, akceptor; CK, cytokininy; H, histidinovy zbytek; D, aspartatovy zbytek; P, fosfat
(Romanov, 2009, upraveno).
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Obr. 7 Vyhodnoceni exprese genu CRE1 pomoci in situ hybridizace. Pro hybridizaci in situ byly
pouzity ~ 1 c¢cm dlouhé kotenové vlasky z 4 dny starych sazenic. Hybridiza¢ni signaly jsou
zobrazeny jako ruzové tecky (Sipky). Ep, epidermis; C4-CS5, kortikalni buné¢na vrstva; ed,
endodermis, pc, pericykl; cs, cévni svazek (Liu et al., 2019, upraveno).

2.3 Systém CRISPR/Cas

2.3.1 Historie CRISPR/Cas
Prvotni vyskyt struktury CRISPR byl popsan u bakterie Escherichia coli v 80. letech

minulého stoleti v prib&éhu sekvenace genu iap, ktery odpovida za izoenzymovou
pfeménu alkalické fosfatazy (Ishino et al., 1987). V nasledujicich deseti letech pfi
postupném zkoumani mikrobialnich genomi, byla pozorovana piitomnost opakujicich se
motivi u vice jak 40 % bakterii, a dokonce u vice nez 90 % Archea (Mojica et al., 2000).
Oficialni zkratku CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats),
ktera v piekladu pfedstavuje segmenty nahromadénych pravidelné rozmisténych
kratkych palindromickych repetic, vytvotili az roku 2002 Jansen a kolegové, aby
sjednotili popis mikrobidlnich genomi, jez obsahuji tyto opakujici se repetice. Téhoz
roku objevili geny asociované s CRISPR repeticemi tzv. cas (CRISPR — associated) geny
kodujici nukleasy nebo helikasy (Jansen et al., 2002).

Postupem cCasu se zacalo premyslet, zda CRISPR nehraje roli v adaptivni imunité
bakterii, jelikoz kratké DNA sekvence tzv. spacery (21-72 bp), které se nachazeji mezi
opakujicimi se repeticemi vykazuji homologii s virovymi a plasmidovymi sekvencemi
(Mojica et al., 2005; Pourcel et al., 2005; Bolotin et al., 2005). Tato myslenka byla
potvrzena v roce 2007 za vyuziti bakterie Streptococcus thermophilus, ktera si po
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bakteriofagové infekci zaclenila ¢ast sekvence tzv. protospacer fagového genomu do své
CRISPR oblasti a tim ziskala rezistenci vici bakteriofagim (Barrangou et al., 2007).

Ptesny mechanismus fungovani CRISPR systému byl publikovan roku 2012 védeckou
skupinou v ¢ele s Emmanuelle Charpentier a Jennifer A. Doudna, které byly v roce 2020
pro tento vyznamny objev ocenény Nobelovou cenou za chemii (Jinek et al., 2012;
Westermann et al., 2021).

2.3.2 Mechanismus CRISPR/Cas

V soucasné dob¢ jsou popsany tii typy systému CRISPR/Cas: I, II a III, které se 1isi svym
principem (Makarova et al., 2011). V pfipad¢ systému typu I a IIl se po integraci
protospacerové sekvence do CRISPR oblasti chromozomu hostitelské bufiky zacina cela
CRISPR oblast piepisovat do dlouhé prekurzorové crRNA tzv. pre—crRNA, ktera je
nasledné¢ upravena do kratkych crRNA (CRISPR RNA) molekul, jez jsou
komplementarni k cilové sekvenci DNA (Brouns et al., 2008). V systému CRISPR/Cas
Il probiha tvorba crRNA jinym zptisobem, a to za pomoci malé nekodujici tracrRNA
(transactivating CRISPR RNA) (Deltcheva et al., 2011).

Sekvence crRNA je komplementarni k tractrRNA, coz umoziuje jejich interakci za
vzniku tzv. navadéci RNA (gRNA), ktera G¢inné navadi nukleasu Cas9 ke specifickému
mistu v cilové DNA, kde zpisobi preruseni DNA za vzniku dvouvlaknovych zlomu
(Jinek et al., 2012). Aby doslo k Gspésnému navazani Cas9 K cilové sekvenci DNA, je
nutna pritomnost tzv. protospacerové sekvence CrRNA, ktera je komplementarni
k pozadované sekvenci DNA a rovnéz PAM motivu (protospacer adjacent motif),
sekvenci, ktera bezprostiedné sousedi s cilovou DNA (Jinek et al., 2012). Tato sekvence
je zavisla na typu pouzitého Cas proteinu, napt. SpCas9 izolovany ze Streptococcus
pyogenes §tépi nejefektivnéji, pokud je sekvence PAM NGG (Gasiunas et al., 2012),
s niz§i t¢innosti potom NAG (Hsu et al., 2013). V tomto ptipadé je Cas9 navadén gRNA
obsahujici protospacer o velikosti 20 bp a k mistu $tépeni dochazi nejcastéji 3-4 bp pred
PAM (Jinek et al., 2012). V piipadé pouziti Cas12a dochazi ke stépeni 18-23 bp za PAM.
Pii pouziti Cas proteinu LbCasl2a izolovaného z bakterie Lachnospiraceae ND2006
dochazi k efektivnimu $tépeni, pokud je PAM TTTA (Zetsche et al., 2015).

Vzniklé dvouvlaknové zlomy DNA jsou nasledné opraveny endogennimi bunéénymi
mechanismy — homologni rekombinaci (HR) nebo nehomolognim spojovanim konct

(NHEJ — non-homologous end joining) (Obr. 8). Pii opravach prostiednictvim NHEJ
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dochazi ¢asto k chybam, které vedou ke vzniku ndhodnych mutaci v misté zlomu, a to
bud’ ve formé deleci nebo inzerci. Diky témto mutacim dochazi vétsinou k posunu ¢teciho
ramce, coz nasledné ovliviiuje translaci cilového proteinu. V piipadé opravy DNA
pomoci HR, Ize metodou CRISPR/Cas vnaset do genomu cilené mutace, nebot’ na
transformaci se musi pouzit zaroveit homologni tisek DNA obsahujici konkrétni mutaci
(Sander a Joung, 2014). Krom¢ homologni DNA, Ize vyuzit i DNA obsahujici mutaci,

jejimz vloZzenim do genomu dojde ke konkrétni mutaci genu (Charpentier a Marraffini,
2014).

lb

. DVOUVLAKNOVY ZLOM

NHEJ l \ HR
B

\ 4 . 4 . 4

KRATKE DELECE (1-100nt) DLOUHE DELECE (mnoho kb) GENOVE DELECE
KRATKE INZERCE (1-20nt) INVERZE

Obr. 8 Schéma opravy dvouvlaknovych zlomu endogennimi bunéénymi mechanismy. Oprava
pomoci NHEJ vede ke vzniku kratkych deleci nebo inzerci (A), pii St€peni DNA na dvou mistech
mize dojit k deleci dlouhého tiseku DNA nebo inverzi (B). Druhym mechanismem je HR, ktera
vyuziva homologni DNA za vzniku genovych deleci ptip. cilenych mutaci (Bassett a Liu, 2014,
upraveno).
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2.3.3 Hlavni komponenty

2.3.3.1 Cas nukleasy
Systémy CRISPR/Cas obsahuji rozmanitou $kalu nukleas, jez jsou pomoci gRNA vedeny

do cilového mista $tépeni a poskytuji tak ochranu viéi virovym ¢asticim (Barrangou et
al., 2007). Systémy se déli do tii tfid: tfida | se nejcastéji nachazi v bakteriich a Archea,
vyuziva ke $tépeni cizorodé DNA Cas protein sloZeny ze 4-7 proteinovych podjednotek.
Naopak nukleasy fadici se do tiidy Il, které se zaroven dé€li na typ II, V nebo typ VI
vyuzivaji pouze jeden jediny Cas protein, ktery je slozen z vice domén. Nukleasy ttidy 11
jsou velmi pfinosné pro genové inzenyrstvi, nebot’ se zde fadi Cas9, Casl2a a Casl3.
(Koonin et al., 2017). Syst¢tm CRISPR/Casl3, ktery je vyuzivan piedevsim
v eukaryotnich bunikach obsahuje eukaryotni a prokaryotni domény, které vazi nukleotidy
spojené s ribonukleasami (Anantharaman et al., 2013; Abudayyeh et al., 2016).
V poslednich letech piedstavuje velky potencidl v ramci editace genomu V eukaryotnich
bunikach rovnéz nukleasa Cas3 (jednofetézova 3'- 5" DNA helikasa), ktera je zafazena do
tiidy I, a to pfedev§im diky tomu, Ze na rozdil od Cas9 je schopna indukovat velké
genomové delece (7-424 kb), zatimco Cas9 indukuje pouze malé delece a bodové mutace

(Hidalgo-Cantabrana a Barrangou, 2020; Csorg6 et al., 2020).

2.3.3.1.1 Cas9

Jak jiz bylo zminéno vySe, Cas9 nukleasa (dfive oznacovana také jako COG3513, Csx12,
Casb nebo Csnl) spada do CRISPR/Cas tiidy II typu Il (Makarova et al., 2002). Velikost
tohoto proteinu se pohybuje v rozmezi od 950 do 1600 aminokyselin v zavislosti na druhu
organismu, ze kterého pochazi (Shmakov et al., 2015).

Mechanismus fungovani tohoto proteinu byl popsan diky objasnéni krystalové
struktury Cas9 z bakterie Streptococcus pyogenes (SpCas9) (Obr. 9) (Nishimasu et al.,
2014). Tento protein je slozen ze dvou laloku, vétsiho rozpoznavaciho a-helikalniho
laloku REC (recognition), ktery zprostfedkovava vazbu nukleovych kyselin ptes tii
segmenty oznacené jako REC 1-3, jeZ jsou ohrani¢ené karboxy—terminalni doménou
zodpovédnou za interakci s PAM sekvenci. Druhym lalokem je nukleasovy NUC
(nuclease) lalok, ktery zastupuje funkci enzymu $tépit cilové vlakno DNA/RNA. Tento
lalok obsahuje dvé Mg?*-dependentni nukleasové domény: HNH a RuvC. HNH doména
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stépi komplementarni vlakno k sekvenci crRNA, RuvC doména §tépi nekomplementarni
vlakno (Jinek et al., 2012; Nishimasu et al., 2014).

Nukleasova aktivita Cas9 muze byt ztracena zavedenim bodové mutace D10A
v doméné¢ RuvC nebo H840A v doméné HNH. Ackoliv tyto mutované Cas9 jiz
nevykazuji nukleasou aktivitu, mohou vystupovat jako nikasy schopné indukce
jednotetézovych zloma (Jinek et al., 2012). Mutacemi v téchto doménach byla rovnéz
vytvotena tzv. mrtva Cas9 nukleasa — dCas9 (dead Cas9), ktera neni schopna §tépit
cilovou DNA. Vzhledem ktomu, Ze tento protein pouze aktivuje nebo inhibuje
transkripci cilovych geni, byva vyuzivan predevsim pti studiu regulace genové exprese
(Qietal., 2013).

NUC lalok REC lalok

SpCas9-crRNA

Obr. 9 Schéma krystalové struktury a zobrazeni domén Cas9 ze S. pyogenes (SpCas9)
CRISPR/Cas9 systému. Zobrazeni proteinovych domén Cas9 (A). Krystalova struktura Cas9
s proteinovymi doménami, které jsou barevné odliSeny. PI (Zluta), RuvC (zelend), HNH (modra),
RECI (oranzova), REC2 (fialova), REC3 (8eda) (B) (Zhu a Huang, 2019, upraveno).
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2.3.3.1.2 Casl2a
Na konci roku 2015 bylo do syst¢ému CRISPR/Cas tiidy II typu V zafazena nukleasa

Casl2a, drive oznaCovana jako Cpfl, ktera byla objevena v mnoha bakterialnich
genomech. Z diivodu absence tracrRNA je §tépeni cilové DNA usnadnéné, jelikoz tato
nukleasa vyuziva ke spravnému navazani na DNA pouze crRNA (Makarova et al., 2015;
Zetsche et al., 2015).

Casl2a (Obr. 10) je dvojlalo¢ny protein slozen z ptiblizné 1 300 aminokyselin
obsahujici jak NUC, tak REC lalok slozeny z domén REC1 a REC2. NUC lalok se sklada
z RuvC domény, ktera je strukturné podobna RuvC domén¢ Cas9, naopak HNH doména
u Casl2a zcela chybi, nebot je soucasti RuvC domény. NUC lalok je dale slozen jesté
z WED (Wedge), PI a Nuc domén (Yamano et al., 2016) Mimo jiné bylo zjisténo, ze
RuvC doména tohoto proteinu vykazuje sekvenéni podobnost s TnpB proteiny patficich
do rodiny nukleas 1S605, které jsou kodovany bakterialnimi a archealnimi transpozony
(Shmakov et al., 2017).

ARect| Recz | wep PIW R [HIR-I Nuc Rl

B REC lalok NUC lalok

LbCas12a-crRNA

Obr. 10 Schéma krystalové struktury a zobrazeni domén Casl2a z Lachnospiraceae ND2006
(LbCasl2a) CRISPR/Casl2a systému. Zobrazeni proteinovych domén. H-HLH; R-RuvC.

(A). Krystalova struktura Cas12a s proteinovymi doménami, které jsou barevné odliSeny. RuvC
(modrd), Nuc (rdzova), REC1 (zluta), REC2 (oranzova), WED (zelend), PI (fialova), HLH (Seda),
Sipka zobrazuje misto vyskytu Mg?* (B) (Zhu a Huang, 2019, upraveno).

25



2.3.3.1.3 Rozdily mezi Cas9 a Casl2a

Ackoliv Cas9 i Casl2a patii do systému CRISPR/Cas tiidy II, jejich struktury se
navzajem lisi, ¢ehoz je vyuzivano pii specifickych upravach genoma (Koonin et al.,
2017). Hlavni rozdily spocivaji ve vedeni gRNA, navazani na cilovou DNA a
v samotném S$tépeni cilové sekvence DNA. Vsechny tyto faktory ovliviuji, kterou
z nukleas je zapotiebi zvolit pro pozadovanou upravu genomu (Swarts a Jinek, 2018).

Obé nukleasy (Obr. 11) jsou fazeny mezi efektorové proteiny obsahujici velké

mnozstvi domén. Jeden z hlavnich rozdilti vSak spociva v tom, Zze Cas9 vyzaduje pro
Stépeni cilové DNA jak tracrRNA tak i crRNA, které¢ vytvareji ~ 100 nt sgRNA, zatimco
Cas12a pouze malou 42-44 nt crRNA. Této vyhody Casl2a lze vyuzit pti multiplexové
editaci genomu, kdy se do jednoho vektoru vejde vice malych crRNA (Zetsche et al.,
2015).
HNH a RuvC, pti¢emz Casl2a ma pouze jednu doménu a to RuvC. Kazda z téchto
nukleas rozeznava odliSnou PAM sekvenci a $tépeni cilové DNA probiha na jinych
mistech. Cas9 rozpoznava 5'-NGG-3" ptipadné¢ 5'-NAG-3" a ke st€épeni DNA dochazi
obvykle 3 az 4 bp pred touto sekvenci. Casl2a rozpoznava 5 -TTTN-3" a ke Stépeni
dochazi 18-23 bp za touto sekvenci (Jinek et al., 2012; Kim et al., 2017). Z toho divodu
se Cas9 vyuziva pro editaci oblasti, které jsou bohaté na guanin, kdezto Cas12a se pouziva
pfedevsim u oblasti bohatych na thymin (Zetsche et al., 2015).

V piipadé st€peni nukleasou Cas9 dochézi ke tvorbe tupych koncii v blizkosti PAM,
pticemz Cas12a se podili ha vzniku lepivych koncu (Jinek et al., 2012; Stellaetal., 2017).
Poslednim rozdilem je, Ze velikost genu kodujiciho Casl2a je obvykle mensi (3,6-4,5 kb)
nez velikost genu kodujiciho Cas9 (3-4,9 kb). Mensi velikost genu predstavuje usnadnéni
pii transformaci rostlin, protoze celkova velikost vektoru pro Cas12a bude mensi, tudiz
jeho transformace do rostlinnych bunék je snazsi. Avsak neni tomu tak vzdy, velikosti
kodujicich gent se 1isi v zavislosti na tom, z jakého organismu pochazeji (Zetsche et al.,
2015; Wang et al., 2020).

Ve své podstaté neni mozné jasné zvolit, kterd z nukleas je lepSim editorem genomu,
protoze kazda je vhodna pro specifickou upravu genomu a vzajemné se svymi odliSnymi

vlastnostmi dopliuji (Swarts a Jinek, 2018).
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Obr. 11 Srovnani specifickych rozdilit CRISPR/Cas nukleas — CRISPR/Cas12a nukleasa (A) a
CRISPR/Cas9 nukleasa (B) (Mishra et al., 2018, upraveno).

2332 gRNA

Konstrukce gRNA probiha u jednotlivych systému CRISPR/Cas odlisnym zpGsobem. Jak
jiz bylo zminéno vyse, V ptipad¢ tiidy II typu Il, kam patii Cas9 je gRNA slozena
z crRNA a tracrRNA, jez navadi nukleasu k cilovému $tépeni DNA. Naproti tomu u
systém tiidy II typu V, kam patii Casl2a plni funkci gRNA samotna crRNA (Zetsche et
al., 2015). Sekvence crRNA je slozena z 20 nukleotidd, které jsou komplementarni
k cilové sekvenci, naopak tracrRNA se vaze na Cas9 a vytvafi tak funkéni komplex
RNA-protein. Pro laboratorni Gi¢ely byla vytvofena dvouslozkova gRNA, ktera dostala
nazev sgRNA (single guide RNA) (Jinek et al., 2012).

Kromé produkce gRNA prostiednictvim biologické exprese proteinti v podminkach in
vitro nebo in vivo, l1ze gRNA téZ chemicky syntetizovat. Vyhodou chemické syntézy je
jeji rychlost, finanéni dostupnost a produkce velmi Cistych gRNA (Moon et al., 2019),
nebot’ G¢innost aktivity Cas9 muze byt siln¢ ovlivnéna sekundarni strukturou zvolené
gRNA (Doench et al., 2014; Wong et al., 2015). Specificita této sekvence je dana
predevsim 8-12-ti nukleotidy crRNA v tzv. ,seed region®, ktera se nachazi na 3" konci
v blizkosti PAM motivu (Jinek et al., 2012).

Pro tizené exprese gRNA je rovnéz velmi duilezita volba vhodného promotoru, ktery
muze ovlivnit strukturu gRNA (Ma et al., 2015). K produkci gRNA in vivo se vyuzivaji
predevsim promotory gent, které jsou piepisovany RNA polymerasou III, napi. pU6 (Li
et al., 2007) nebo pU3 (Shan et al., 2014). Nevyhodou téchto protomoru je, ze vyzaduji
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adenin nebo guanin v pocate¢nim mist¢ transkripce, coz znamena, ze vybrana gRNA by
m¢éla zacinat timto nukleotidem nebo by mél byt pozadovany nukleotid ptidan na 5 konec
(Maet al., 2015). Pro in vitro transkripci gRNA se vyuziva piedev§im T7 promotor, ktery
fidi expresi gent piepisovanych bakteriofagovou T7 RNA polymerasou. Tato polymerasa
vyzaduje pro zahajeni transkripce pifitomnost G nebo GG na 5" konci pfepisované
sekvence (Pleiss et al., 1998; Hwang et al., 2013). Vzhledem k tomu, ze u nékterych
organismlii nejsou stdle promotory gent piepisovanych RNA polymerasou III
identifikovany nebo nebyly dosud pouZity, byl mimo jiné pro produkci gRNA vyvinut
systém vyuzivajici k expresi gRNA promotory gent piepisovanych RNA polymerasou
I1, které jsou na rozdil od vySe zminénych promotort identifikované a bézné pouzivané
témét ve vSech organismech (Gao a Zhao, 2014; He et al., 2017). Tento systém je zalozen
na dvou ribozymech HH (hammerhead) a HDV (hepatitis delta virus) (Obr. 12) (Scott et
al., 1996), kdy je gRNA vlozena mezi oba tyto ribozymy za vytvoieni tzv. umélého genu
RGR (Ribozym — gRNA — Ribozym). Primarni transkripty RGR syntetizované RNA
polymerasou Il jsou nasledné vystaveny vlastnimu samo S$t€peni za katalyzy, ktera

vyuziva nukleasovou aktivitu ribozymu (Gao a Zhao, 2014; He et al., 2017).
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Obr. 12 Schéma zobrazuje tvorbu gRNA prostiednictvim technologie zalozené na ribozymech.
Pre-gRNA podstupuje samo S$té€peni, pticemz dochazi k uvolnéni zralé gRNA, 5'konec gRNA
(Cervené nukleotidy) je komplementarni k cilovym sekvencim 3 konce (zelena). Struktura pre-
gRNA obsahuje na 5" konci Hammerhead ribozym (HH), sekven¢né specifickou 20 nt ¢ast gRNA
(Cervené zaznacené nukleotidy) a hepatitis delta virus ribozym (HDV) na 3’konci. Sekundérni
struktury obou ribozymu jsou sloZeny z vlasenek u HH se jedna o H1, H2 a H3. U HDV se
vyskytuji P1, P2, P3 a P4 (Gao a Zhao, 2014, upraveno).
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2.3.4 Metody detekce mutaci zpisobenych CRISPR/Cas

Nezbytnou soucasti vyuziti metody CRISPR/Cas pro editaci genomu je nasledna detekce
a analyza vzniklych mutaci. Po vzniku dvouvlaknového zlomu v cilovém mist¢ DNA,
muze dojit k mutaci bud’ na jedné alele nebo obou alelach cilového genu diploidniho
organismu, coz vede ke vzniku monoalelickych (heterozygotnich) nebo bialelickych
(homozygotnich) mutant (Zhang et al., 2014). Vzniklé mutace byvaji nejcastéji delece,
mén¢ ¢asto inzerce Nebo inzerce kombinované s delecemi (Kim et al., 2013).

Pro selekei transgennich rostlin obsahujici komponenty CRISPR/Cas jsou do vektoru
zavedeny selekéni markery nebo také reportérové geny. Jako selekéni markery se
nejcastéji pouzivaji geny rezistentni vici antibiotikim jako jsou napiiklad hygromycin
(Tang et al., 2017), kanamycin nebo gentamycin (Wolter a Puchta, 2019). Jako
reportérovy gen muze slouzit GFP, pfi jehoz pouziti emituji transformované bunky
zelenou fluorescenci, kterou Ize nasledné vyhodnotit skrze fluorescenc¢ni konfokalni
mikroskopii (Jiang et al., 2013).

Miru aspésné zavedené mutace lze detekovat fadou metod z nichz je vétSina zaloZena
na principu polymerazové tetézové reakce (PCR). Mezi hojné vyuzivané patii metoda
PCR-RFLP (restriction fragment length polymorphism). Detekce mutaci touto metodou
spoc¢iva v amplifikaci oblasti kolem cilové DNA, pti¢emz v misté hypotetického zlomu
DNA se nachazi rozpoznavaci sekvence nukleotidd pro restrikéni enzymy tzv. restrikéni
misto, které mize byt vyvolanymi mutacemi znic¢eno. V piipadé, ze neni DNA amplikon
Stépen vybranou restrikéni endonukleasou, restrikéni misto neni pfitomno, tedy k mutaci
v cilové DNA doslo. Naopak, pokud dochazi ke stépeni DNA amplikonu, restrikéni misto
je stale pfitomno a k mutaci nedoslo (Shan et al., 2014; Kim et al., 2014). Pomoci této
metody lze zjistit nejen pfitomnost mutace, ale takée odlisit, zda se jedna o heterozygota
nebo homozygota. V piipadé heterozygota, Ize na gelu po Sté€peni pozorovat tfi bandy,
zatimco u homozygota pouze dva (Fang a Tyler, 2016; Kralova et al., 2021).

Tuto metodu nelze vyuzivat, pokud se v oblasti DNA, kterda ma byt mutovana
nenachéazi restrikéni misto. V tomto pitipad¢ lze na detekci mutaci zplsobenych
CRISPR/Cas vyuzit metody zalozené na sekvenaci nebo denaturaci DNA. Co se tyce
metod zalozenych na sekvenaci, velmi Casto se pouzivaji NGS (next—generation
sequencing) (Giiell et al., 2014), IDAA (indel detection by amplicon analyses) (Lonowski
et al., 2017) ¢i TIDE (tracking of indels by decomposition) (Brinkman et al., 2014).
Z denaturac¢nich metod se vyuZivaji naptiklad HRM (high-resolution melting) (Thomas
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et al., 2014), SSCP (single strand conformation polymorphism) (Zhou et al., 2017), nebo
T7EI (T7 endonuclease I) (Vouillot et al., 2015).

Mutanti ziskani vySe zminénymi metodami jsou nasledné podrobeni sekven¢ni
analyze DNA, nejCastéji Sangerovym sekvenovanim. Pro pfesnéjsi rozeznani typu
mutace z chromatogramu mohou byt pouzity bioinformatické programy naptiklad
DSDecode (Liu et al., 2015). V poslednich letech se hojné vyuziva sekvenovani nové
generace, které je spojeno se softwarovou analyzou CRISPR — GA (Giiell et al., 2014),

ktera dokaze detekovat mutaéni frekvence s citlivosti az 0,01 % (Hendel et al., 2015).

2.3.5 CRISPR/Cas V rostlinach

Metoda CRISPR/Cas je vyuzivana u rostlin a plodin zejména ke zlepSovani
agronomickych vlastnosti a k produkci plodin odolnych vici biotickému a abiotickému
stresu (Makarova et al., 2018). Krom¢ A. thaliana (Fauser et al., 2014) byla tato metoda
jiz uspésné aplikovana u psenice (Triticum aestivum) (Liang et al., 2017), kukufice (Zea
mays) (Svitashev et al., 2016), so6ji (Glycine max) (Jacobs et al., 2015) ¢i rajc¢ete (Solanum
lycopersicum) (Jiang et al., 2013). V bramborach byl tento systém pouzit k odstranéni
genu gbss, ktery koduje enzym zapojeny do biosyntézy amylopektinu. Snizena aktivita
tohoto enzymu vedla ke tvorbé skrobu se snizenym obsahem amylosy a zvySenym
ptikladem pouziti metody CRISPR/Cas mize byt inaktivace genu elF4E, kodujiciho
eukaryoticky translac¢ni faktor v okurce. Ziskané transgenni rostliny byly imunni viiéi viru
Zloutnuti zilek okurky a rezistentni k dal§im virovym nakazam (Chandrasekaran et al.,
2016).

ochrany rostlin a k sou¢asnému snizeni vlivu dopadu chemickych latek na zivotni
prostiedi. Vyuzivani metody CRISPR/Cas rovnéz piinasi perspektivu pti zlepSeni
ucinnosti fotorespirace u rostlin jako je napiiklad pSenice, kukufice nebo ryze, ¢imz by
se zvysila celkova produkce potravin pro rostouci celosvétovou populaci bez nutnosti

nicit lesni oblasti pro zemédelské ucely (EI-Mounadi et al., 2020).
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2.3.6 CRISPR/Cas u Arabidopsis thaliana

V roce 2014 byla CRISPR/Cas metoda pouzita rovnéz u modelové rostliny A. thaliana,
kdy byla prostfednictvim této metody zavedena mutace v genech ADH1 (gen kodujici
alkohol dehydrogenasu 1) a TT4 (gen kodujici enzym katalyzujici prvni krok biosyntézy
flavonoidi). V této studii byl do binarniho vektoru (Obr. 13) klonovan ¢teci ramec Cas9
z bakterie Streptococcus pyogenes (SpCas9), jehoz exprese byla fizena konstitutivnim
promotorem ubikvitinu 4-2 z Petroselinum crispum (PcUbi4-2). Exprese sgRNA byla
fizena promotorem U6 z Arabidopsis thaliana (AtU6-26) (Fauser et al., 2014).
Zkonstruovany binarni vektor byl poté zaveden do rostlinnych bunék A. thaliana
prostiednictvim pudni bakterie Agrobacterium tumefaciens. Tato transformace je
zprostiedkovand metodou floral dip, kterd je zaloZena na principu infikovani semen
patogenni bakterii za vzniku pozadovanych transgennich semenacku (Feng et al., 2013).
Vysledkem studie byla prokdzana mutace az u dvou tietin vSech testovanych rostlin, coz
vedlo k dal§im experimentim s vyuzitim této rostliny (Fauser et al., 2014).

Postupné byla pro aplikovani systému CRISPR/Cas v A. thaliana pouzita fada riznych
piistupii @ metod. Vyhodou CRISPR/Cas je moznost zavadéni mutaci do vice gent
soucasné, ¢ehoz 1ze docilit piitomnosti dvou a vice gRNA v ramci jednoho vektoru. Tento
pfistup se vyuziva velmi Casto pii deleci dlouhych DNA fragmentt nebo genové inverzi
(Yan et al., 2016). Vektor, ktery obsahoval dvé gRNA pouzili pti svém vyzkumu Wang
a kolegové, kdy cilend mutace byla zavedena soucasné ve tiech genech: ETC2 (gen
kodujici transkripéni faktor typu MY B, ktery podporuje tvorbu kofenovych vlaskt), TRY
(gen koédujici transkripéni faktor TRY, ktery rovnéz podporuje tvorbu kofenovych
vlask)) a CPC (gen kédujici transkripéni faktor CPC, ktery se podili na buné&né
diferenciaci epidermis) (Wang et al., 2015).
kodujici Cas nukleasu, tak gen pro gRNA. V tomto piipad¢ se k fizeni exprese genu Cas
nejcastéji pouzivaji konstitutivni promotory, z nichZ nejpouZzivanéjSim je progresivni
promotor 35S odvozeny z viru kvétakové mozaiky (CaMV 35S) nebo ubikvitinové
promotory. Z divodu nizké aktivity CaMV 35S byly zkoumdany 1 dalSi promotory jako
promotor genu DD45/EC 1.2 kodujici protein, ktery je specificky pro somatické bunky
(Wang et al., 2015) nebo promotor genu YAO kodujici nuklearni proteiny se 7 opakujicim

se WD motivy. Pouziti obou promotora vedlo ke zvyseni frekvence cilenych mutaci (Yan
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et al., 2015). Pro expresi genu kodujici gRNA je obvykle v A. thaliana pouzit promotor
U6 z A. thaliana (AtU6 — 26) (Feng et al., 2013).

Prostfednictvim fady experimenti byla rovnéz zkoumana ucinnost bakterialnich
nukleas Cas9 izolovanych z riznych organismi, na zvySeni frekvence mutaci skrze NHEJ
a HR. Bylo zjisténo, ze Cas9 izolovany ze Staphylococcus aureus (SaCas9) v kombinaci
se specifickou PAM sekvenci je az o 90% ucinnéj$i nez mnohem vice pouzivany Cas9
ze S. pyogenes (SpCas9) (Steinert et al., 2015). V roce 2019 zkoumali Wolter a Puchta
ucinnost nukleasy Casl2a, z bakterie Lachnospiraceae ND2006 (LbCasl12a) a SaCas9.
Bylo prokazano, ze ptisobenim LbCasl12a byly frekvence zavedené mutace vyssi nez pii
pouziti proteinu SaCas9. Pfi cileni na specifické oblasti jako jsou promotory nebo introny,
které maji velmi nizky obsah GC, ale naopak vysoky obsah AT vzbudila nukleasa
LbCas12a, jejiz PAM sekvence je pravé na tyto nukleotidy bohata, velkou nadé&ji pro
upravu téchto genomickych oblasti (Wolter a Puchta, 2019). Krom¢ vys$e zminénych
Cas9, byly pro upravu genomu A. thaliana vyuzity naptiklad i Cas9 ze Streptococcus
thermophilus (StCas9) (Steinert et al., 2015) ¢i Casl2a z Acidaminocuccus sp. BV3L6
(Tang et al., 2017).

PcUbi4-2(P) Cas9 k.o. pro A. thaliana.

pea3A(T) sgRNA bar

e
-

LB RuvC | RuvC Il RuvC Il AtU6-26 (P) RB

Obr. 13 Konstrukce T-RNA pouzita ve studii. Nukleasa je fizena promotorem PcUbi4-2 (zelena),
SgRNA je pod promotorem AtU6-26. Primarni transformanty lze vybrat diky selektivnimu
markeru bar (Seda). LB — levy okraj (¢erna), RB — pravy okraj (¢ernd), proteinové domény RuvC:
I, II, IIT (modra); doména HNH (fialov4) (Fauser et al., 2014, upraveno).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material

3.1.1 Biologicky material
- chemicky kompetentni bunky Escherichia coli TOP10 (NEB, Velka Britanie)

3.1.2 Pouzité vektory

- pENn-RZ_Lb-Chimera (3110 bp) (Wolter a Puchta, 2019)

- pDe-ECP-ttLbCas12a (16 325 bp) (Wolter a Puchta, 2019)
- pEn-Sa_Chimera (3054 bp) (Fauser et al., 2014)

- pDe-EC-SaCas9 (15 359 bp) (Fauser et al., 2014)
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Obr. 14 Schéma znéazoriujici vstupni vektor pEn-RZ_Lb-Chimera (Wolter a Puchta, 2019).
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Obr. 15 Schéma znazortujici destina¢ni vektor pDe-ECP-ttLbCas12a obsahujici Cas12a (Wolter
a Puchta, 2019).
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Obr. 17 Schéma znazorfiujici destina¢ni vektor pDe-EC-SaCas9 obsahujici Cas9 (Fauser et al.,
2014).

3.1.3 Chemikalie

Pouzita antibiotika:

ampicilin (Sigma, USA)

- spektinomycin (Duchefa, Nizozemsko)

Pouzita barviva:

- Gel Loading Dye, Purple 6x (New England BioLabs, Velka Britanie)
Pufr pro restrikéni endonukleasu:

- 10x CutSmart (New England BioLabs, Velka Britanie)

Restrikéni endonukleasa:

- BbsI-HF (10 000 U.mlI!) (New England BioLabs, Velka Britanie)
Standard pro agarosovou elektroforézu:

- GeneRuler 1 kb Plus (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)
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1 kb Plus DNA ladder

Obr. 18 GeneRuler 1 kb Plus (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA).

Dalsi enzymy a pufry:

- GoTaq G2 Flexi DNA polymerasa (5 000 U.ml %) (Promega, USA)

- LR klonasa Il (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)

- Pufr 10x pro T4 DNA ligasu (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)
- Pufr 5x pro GoTaq G2 Flexi DNA polymerasu (Promega, USA)

- T4 DNA ligasa (5 U.ult) (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)

- TE pufr (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)

3.1.4 Dasi chemikalie:

Agar (HiMedia, Indie)

Agarosa (Amresco, USA)

D-glukosa (Lach-ner, Ceska republika)
dNTP (Fermentas, Kanada)

EDTA (Penta, Ceska republika)

Ethanol 96% (Lach-ner, Ceska republika)
Ethidium bromid (NeoLab, Némecko)
Hydroxid sodny (Penta, Ceska republika)
Chlorid hofeénaty 25 mmol.I (Promega, USA)
Chlorid sodny (Lach-ner, Ceska republika)
Kvasnicovy extrakt (Sigma, USA)
Nuclease-free voda (Qiagen, Némecko)
Tris (Duchefa, Nizozemsko)

Trypton (Duchefa, Nizozemsko)
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3.1.5 Primery
Lyofilizovany pelet primeru (Sigma) byl rozpustén v TE pufru, tak aby vysledna
koncentrace byla 100 umol.I* (Tab. 1).

Tab. 1 Sekvence primert pouzitych v experimentalni ¢asti této prace.

Primer Sekvence primeru od 5" po 3" konec
Casl12_Dral/Swal_PS_701F AGATATGGGAATGTTCTCATTTAAATT
Casl12_Dral/Swal_PS_701R GGCCAATTTAAATGAGAACATTCCCAT
Cas12_Dral_PS_1222 F AGATGTACGAGAAATATTTTAAATCAT
Casl12_Dral_PS 1222 R GGCCATGATTTAAAATATTTCTCGTAC
Cas12_BspHI_PS_4901_F AGATTTGGATGGATCATATCATGAGCC
Cas12_BspHI_PS_4901_R GGCCGGCTCATGATATGATCCATCCAA
Cas12 _Drai_PS 5130 F AGATGTGAGATTTTTTGCTTTTAAAAG
Casl12_Drai_PS 5130 R GGCCCTTTTAAAAGCAAAAAATCTCAC
Cas9_Ndel_PS 281 F ATTGGATTACCAATTATCATATGT
Cas9_Ndel_PS 281 R AAACACATATGATAATTGGTAATC
Cas9_Pacl_PS 559 _F ATTGCATTATCTCTTAATTAATAC
Cas9_Pacl_PS 559 R AAACGTATTAATTAAGAGATAATG
Cas9_Mmel_PS_4886_F ATTGAAATAATAACTTTTGTTGGA
Cas9_Mmel_PS 4886 R AAACTCCAACAAAAGTTATTATTT
M13-20 F TGTAAAACGACGGCCAGT
Cas_F12333F GCTTGAGCTCCCTAGGCCT

3.1.6 Média a roztoky

1% agarosovy gel

Bylo smichano 10 ml 1x TAE pufru s 500 ml destilované vody a nasledné bylo ptidano
20 pl 1% ethidium bromidu, ktery slouZzi pro vizualizaci.

LB médium s agarem

Bylo smichano 8 g 1% tryptonu, 4 g 0,5% kvasnicového extraktu, 8 g 1% chloridu
sodného a 12 g 1,5% agar bylo doplnéno destilovanou vodou do 800 ml, vysledné pH =
7,2, autoklavovano 20 min 120 °C.

50x TAE pufr

Bylo rozpusténo 242 g Tris v 500 ml dH.0O. Poté bylo ptidano 100 ml 0,5 mol.I*
Na,EDTA a 57,1 ml ledové kyseliny octové. Doplnéno dH20 na 1000 ml, pH = 8,3.
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TE pufr

Bylo smichano 10 ml 1 mol.I"t Tris s 2ml 0,5 mol.I EDTA, rozpusténo a doplnéno dH,0
do objemu 1000 ml, vysledné pH = 8.

SOC médium

Bylo smichéno 20 g tryptonu, 5 g kvasnicového extrakt, 0,5 g chloridu sodného, reakéni
smés byla doplnéna 950 ml destilované vody a poté bylo piidano 10 ml 250 mmol.10*!
chloridu draselného, vysledné pH = 7. Objem byl doplnén destilovanou vodou do 1 1,
autoklavovano a poté bylo pfidano 20 ml 1 mol.I"* D-glukosy a 5 ml 2 mol.I" chloridu

hofecénatého.

3.1.7 PouZité soupravy
NucleoSpin Gel a PCR Clean-Up kit (Macherey Nagel, Némecko)
QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Némecko)

3.1.8 Pristrojové vybaveni a laboratorni pomucky
Autoklav HST 5-6-8 (Zirbus, Némecko)

Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)

Centrifuga 5417R (Eppendorf, Némecko)

Flow-box (Merci, Ceska republika)

Horizontéalni agarosova elektroforéza (Biometra, Némecko)
Inkubéator 37 °C (Memmert, Némecko)

Mikrocentrifuga Combi — Spin (Biosan, Litva)
Spektrofotometr NanoDrop One (Thermo Scientific™, USA)
Termoblok 1,5 ml (Eppendorf, Némecko)

Termocykler T-gradient (Biometra, Némecko)

Ttepacka Orbit 1000 (Labnet, USA)

Vortex V-1 Plus (Biosan, Litva)

Zdroj napéti pro elektroforézu (Biometra, Némecko)

a dalsi pomticky oddéleni Rostlinna genetika a inZzenyrstvi, CRH-CATRIN

3.1.9 Software pro vyhodnoceni vysledkii
- GelDoc™ EZ imager (Bio-Rad, Kalifornie, USA)
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3.2 Metody

3.2.1 Klonovani protospacerovych sekvenci do vstupnich vektoru

3.2.1.1 Oligoannealing
Metodou oligoannealing bylo piipraveno celkem 7 dvouvlaknovych DNA obsahujicich 7
rozdilnych protospacerovych sekvenci (Tab. 2).

V piipad¢ konstruktl s Casl2?a, byl protospacer navrzen tak, aby obsahoval 23 bp.
Navic kazdy fw primer pouzity na oligoannealing obsahuje na 5konci AGAT a kazdy
rev primer obsahuje na 5'konci GGCC. Tyto sekvence jsou dulezité pro nasledné
klonovani vzniklého DNA fragmentu do vstupniho vektoru pEn-RZ_Lb-Chimera.

V ptipad¢ konstruktli s Cas9, obsahuje protospacer sekvenci o délce 20 bp a kazdy fw
primer pouzity na oligoannealing obsahuje na 5 konci ATTG a kazdy rev primer obsahuje
na 5’konci AAAC. Tyto sekvence jsou dilezité pro nasledné klonovani vzniklého DNA
fragmentu do vstupniho vektoru pEn-Sa_Chimera.

Reakéni smés byla pripravena smichdnim 2 pl 100 pmol.I* fw primeru se stejnym
mnozstvim ptislusného rev primeru (Tab. 3). Nasledné bylo do reakce piidano 5 pl pufru
pro T4 DNA ligasu a objem reakce byl doplnén do 50 ul sterilni destilovanou vodou.
Reakéni smés byla inkubovana v termocykleru 5 min pii 95 °C. Po 5 min byla teplota

sniZzovana postupné na 22°C.

Tab. 2 Sekvence protospacerii pouzitych v experimentalni ¢asti

Oznaceni protospaceru Sekvence protospaceru od 5’konce
701 Casl2a ATGGGAATGTTCTCATTTAAATT
1222 Casl2a GTACGAGAAATATTTTAAATCAT
4901 Casl2a TTGGATGGATCATATCATGAGCC
5130 Casl2a GTGAGATTTTTTGCTTTTAAAAG
281 Cas9 GATTACCAATTATCATATGT

559 Cas9 CATTATCTCTTAATTAATAC

4886 Cas9 AAATAATAACTTTTGTTGGA
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Tab. 3 Piehled fw primert a rev primera pouzitych pro tvorbu dvouvlaknové DNA obsahujici
protospacerovou sekvenci.

Oznacdeni protospaceru Fw primer Rev primer

701 Casl2a Cas12 Dral/Swal PS 701 F Casl2 Dral/Swal PS 701 R
1222 Casl2a Casl2_Dral_PS 1222 F Casl2_Dral_PS 1222 R
4901 Casl2a Casl12_BspHI_PS _4901_F Casl12_BspHI_PS_4901_R
5130 Casl2a Cas12_Dral_PS_5130_F Casl12_Dral_PS 5130 R

281 Cas9 Cas9 Ndel PS 281 F Cas9_Ndei PS 281 R

559 Cas9 Cas9_Pacl_PS 559 F Cas9 _Pacl_PS 559 R

4886 Cas9 Cas9_Mmel_PS 4886 F Cas9_Mmel _PS 4886 R

3.21.2 Priprava vstupnich vektori PEN-RZ_LDb-Chimera

a pEn-Sa_Chimera

3.2.1.2.1 Restrikce vstupnich vektori enzymem Bbsl
Vektory pEn-RZ_Lb-Chimera (vstupni vektor, ktery byl nasledné pouzit pro klonovani
do destina¢niho vektoru obsahujiciho Cas12a) a pEn-Sa_Chimera (vstupni vektor, ktery
byl nasledné pouzit pro klonovani do destina¢niho vektoru obsahujiciho Cas9) byly
Stépeny restrikéni endonukleasou Bbsl.

Do 2 ml mikrozkumavky obsahujici 4 pg vektoru pEn-RZ_Lb-Chimera nebo pEn-
Sa_Chimera byl piidan 1 pl restrikéniho enzymu Bbsl (10 000 U.ml™), 12 ul 10x Cut
Smart pufru a objem reakce byl doplnén sterilni destilovanou vodou do 120 pl. Reak¢ni

smés byla inkubovéna 4 h pi1 37 °C.

3.2.1.2.2 Elektroforéza v agarosovém gelu

Uspé&snost §tépeni plasmidi pEn-RZ_Lb-Chimera a pEn-Sa_Chimera enzymem Bbsl
byla ovétena pomoci gelové elektroforézy za pouziti 1% agarosového gelu. VVzorky byly
ptipraveny nasledovné: 5 pl restrikéni smési bylo smichano s 1 ul 6x Loading Dye.
Zaroven bylo na gel naneseno 400 ng nenastépenych vektort pEn-RZ_Lb-Chimera a pEn-
Sa_Chimera. Tyto plasmidové DNA byly stejné jako vzorky stépené BbsI smichany s 6x
Loading Dye. Jako marker bylo pouzito 5 ul 1 kb Plus DNA ladderu. Elektroforéza
probihala pii napéti 120V po dobu 30 min. Po skonéeni elektroforézy byl agarosovy gel
vyjmut, vizualizace DNA a nasledné vyhodnoceni probéhlo pomoci programu GelDoc™
EZ imager (Bio-Rad, Kalifornie, USA).
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3.2.1.2.3 Purifikace restrikéni smési pomoci NucleoSpin Gel a PCR
Clean-Up kitu
Restrik¢ni smési obsahujici pEn-RZ_Lb-Chimera a pEn-Sa_Chimera stépené enzymem
Bbsl byly piecistény pomoci kitu NucleoSpin Gel a PCR Clean-up (Macherey-Nagel,
Némecko). VSechny nasledujici centrifugace probihaly pii 11 000 g a 22 °C. K obéma
reakcim o celkovém objemu 120 pl bylo ptidano 240 ul NTI pufru, kazda smés byla
pipetovana na kolonku se sbérnou zkumavkou. Nasledovala centrifugace po dobu 30 s.
Kolonka se zachycenou DNA byla dvakrat promyta 700 pul NT3, centrifugace vzdy 30 s.
Kolonka byla vloZena do ¢isté 1,5 ml mikrozkumavky, centrifugace 1 min. DNA byla
eluovana nejprve 20 ul elu¢niho pufru NE, centrifugace 1 min a poté bylo na kolonku
pipetovano dalsich 10 ul NE pufru, centrifugace 1 min. Koncentrace ziskané DNA byla

zmétena na Nanodropu. Jako blank byl pouzit NE puft.

3.2.1.3 Ligace pripravenych dvouvlaknovych DNA obsahujicich
protospacerové sekvence do vstupnich vektori pEn-RZ_Lb-Chimera

a pEn-Sa_Chimera
Dvouvlaknové DNA obsahujici protospacerové sekvence pripravené metodou
oligoannealing (3.2.1.1) byly ligovany do vektort pEn-RZ_Lb-Chimera nebo pEn-
Sa_Chimera stépenych pomoci Bbsl (3.2.1.2.1).

Ke kazdé ze sedmi dvouvlaknovych DNA obsahujicich protospacer (3 ul) bylo pfidano
0,7 ul pufru pro T4 DNA ligasu, 1 ul DNA ligasy (5000 U.ml) a 2 pl pie¢isténého
vektoru pEn-Sa_Chimera (112 ng.ul™) nebo 2 ul pEn-RZ_Lb-Chimera (119 ng.ul?)
Stépeného enzymem-Bbsl. Reakce byla doplnéna na objem 10 pl sterilni destilovanou
vodou. Vsechny liga¢ni smési byly inkubovany po dobu 2 hod pti 25 °C, poté byla DNA
ligasa inaktivovana 10 min pii 65 °C.

Dvouvlaknové DNA obsahujici protospacery oznacené jako 701 Casl2a, 1222
Casl2a, 4901 Cas12a a 5130 Casl12a (viz. Tab. 2) byly ligovany do vektoru pEn-RZ_Lb-
Chimera stépeného enzymem-Bbsl. Dvouvlaknové DNA obsahujici protospacery
oznacené jako 281 Cas9, 559 Cas9 a 4886 Cas9 (viz. Tab. 2) byly ligovany do
precisténého vektoru pEn-Sa_Chimera S§tépeného enzymem-Bbsl. Celkem tedy bylo

pfipraveno sedm ligac¢nich smési.
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3.2.1.4 Transformace Escherichia coli

VSech sedm liga¢nich smési, bylo transformovano tepelnym Sokem do chemicky
kompetentnich bun¢k Escherichia coli TOP10. 50 ul E. coli TOP10 v1,5 ml
mikrozkumavce (-80 °C) bylo inkubovano na ledu. Poté k nim bylo pfidano 5 ul
inaktivované liga¢ni smési, sm¢s byla opatrné promichana a dale inkubovana na ledu po
dobu 30 min. Aby byla cytoplazmaticka membrana chemicky kompetentnich bunék
E. coli voln¢ propustnd, musi byt tyto buiiky vystaveny teplotnimu Soku. Tento zpisob
transformace byl proveden nasledovné: mikrozkumavka se vzorkem byla inkubovana pti
42 °C po dobu 30 s a poté byla umisténa na led po dobu 5 min. Po 5 min bylo k reakéni
smési piidano 950 pl SOC média, které slouzi jako vyZziva pro bakterie, nasledovala
inkubace na tfepacce (160 rpm) po dobu 1 h pti 37 °C.

Po 1 h pti 37 °C byly transformované buiiky E. coli TOP10 rozetieny na Petriho misky
obsahujici LB agar a antibiotikum. V tomto pfipadé byl zvolen ampicilin, jehoz vysledna
koncentrace v médiu byla 100 pg.ml™. Prace s kultivaénim médiem a nasledny roztér byl
proveden ve flow-boxu, aby se zabranilo ptipadné kontaminaci. Inkubace E. coli

probihala pfes noc pii 37 °C.

3.2.1.5 Kolonova PCR

Pro potvrzeni pfitomnosti  vstupniho vektoru pEn-RZ_Lb-Chimera nebo
pEn-Sa_Chimera obsahujiciho protospacer v chemicky kompetentnich bunkach E. coli
TOP10 byla provedena kolonova PCR, ktera byla nasledné vyhodnocena pomoci gelové
elektroforézy v 1% agarosovém gelu (3.2.1.2.2).

Reakéni PCR smés obsahovala ptislusné fw a rev primery (Tab. 4), GoTaq G2 Flexi
DNA polymerasu (5000 U.ml?), pufr pro tuto polymerasu, smés nukleotidd
(10 mmol.I"Y) a MgCl2 (25 mmol.I") (Tab. 5). Program pro PCR byl nastaven dle Tab. 6.
V ptipadé vSech sedmi klonovanych konstruktii, byla velikost predpokladaného DNA
amplikonu 650 bp, pficemz pouzity fw primer nasedal do vstupniho vektoru pEn-RZ_Lb-
Chimera nebo pEn-Sa_Chimera a rev primer na klonovany tsek DNA obsahujici
protospacer.

Jako DNA templat byly pouzity kolonie E. coli TOP10 narostlé na LB agaru
s ampicilinem. Pomoci paratka byla kazda kolonie E. coli nabrana, otisknuta na novou
Petriho misku s LB agarem a ampicilinem o vysledné koncentraci 100 ug.ml™* a poté bylo
paratko smoceno v PCR smési. Petriho miska s LB agarem a otisknutymi koloniemi byla
inkubovana pies noc pii 37 °C.
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Tab. 4 Prehled fw primeri a rev primert pouzitych pro PCR reakci.

Vektor Fw primer Rev primer
pEn-RZ-Lb_Chimera:701 Casl2a M13-20 Cas12_Dral/Swal_PS_701 R
pPENn-RZ-Lb_Chimera:1222 Casl2a M13-20 Casl12_Dral_PS 1222 R
pENn-RZ-Lb_Chimera:4901 Casl2a M13-20 Cas12_BspHI_PS_4901 R
pENn-RZ-Lb_Chimera:5130 Cas12a M13-20 Casl2 Dral PS 5130 R
pEn-Sa_Chimera:281 Cas9 M13-20 Cas9 Ndel PS 281 R
pEn-Sa_Chimera:559 Cas9 M13-20 Cas9 Pacl PS 559 R
pEn-Sa_Chimera:4886 Cas9 M13-20 Cas9_Mmel PS 4886 R

Tab. 5 Prehled reakénich slozek pouzitych pro PCR reakei s vyuzitim GoTaq G2 Flexi DNA
polymerasy.

Slozka Objem [pl]
5x Green Flexi pufr 2

MgCl; (25 mmol.I?%) 1

10x dNTPs (10 mmol.I) 1

Fw primer (10 mmol.I?) 0,5

Rev primer (10 mmol.I?) 0,5

GoTaq G2 Flexi DNA polymerasa (5000 U.ml?) 0,05
Destilovana voda 4,95
Celkovy objem 10 ul

Tab. 6 Nastaveni podminek PCR s vyuzitim GoTaq G2 Flexi DNA polymerasy.

Faze Teplota [°C] ‘ Cas [s]
1.Uvodni denaturace 95 120
2.Denaturace 95 20
3.Annealing 55 20
4.Extenze 72 1kbcca60s
5.Zaverecna extenze 72 180

Faze 2-4 byla opakovana 26X

3.2.1.6 Izolace plasmidové DNA pomoci QIAprep Spin Miniprep Kitu
Pozitivni kolonie E. coli TOP10 obsahujici pEn-RZ_Lb-Chimera:701 Casl2a, pEn-
RZ Lb-Chimera:1222 Casl2a, pEn-RZ_Lb-Chimera:4901 Casl2a, pEn-RZ_Lb-
Chimera:5130 Casl2a, pEn-Sa_Chimera:281 Cas9, pEn-Sa_Chimera:559 Cas9 a pEn-
Sa_Chimera:4886 Cas9 byly kultivovany v 10 ml LB média s ampicilinem o finalni
koncentraci 100 ug.ml™, kultivace pres noc pti 37 °C na tiepacce (160 rpm).

Pro izolaci plasmidové DNA z bakteridlnich bunék byl pouzit kit QIAprep Spin
Miniprep (Qiagen, Némecko). 10 ml E. coli TOP10 v 50 ml falcon zkumavce bylo
centrifugovano pii 6 800 g a 22 °C. Supernatant byl odlit a k peletu bunék bylo pridano
250 pl lyza¢niho pufru P1. Reakéni smés byla promichana na vortexu a prepipetovana do

2 ml mikrozkumavky. Nasledné bylo k reakéni smési ptidano 250 pl lyza¢niho pufru P2,
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smés byla opatrn¢ promichana, inkubace 5 min pti 22 °C. Po 5 min bylo k reak¢ni smési
pfidano 350 pl neutralizacniho pufru N3 — doslo k vysrazeni proteinii ve form¢ bilé
srazeniny, centrifugace 10 min pii 17 900 g a 22 °C. 800 pl supernatantu bylo pipetovano
na kolonku, centrifugace 1 min pti 22 °C. Pfidanim 600 ul promyvaciho pufru PE byla
kolonka promyta, centrifugace 1 min pii 22 °C. Nakonec byla plasmidova DNA eluovana
ptidanim nejdiive 60 pl eluéniho pufru EB a poté 40 ul elu¢niho pufru EB, centrifugace
vzdy 1 min pii 22 °C. Koncentrace ziskané plasmidové DNA byla zméfena na
Nanodropu, jako blank byl pouzit eluéni pufr EB. Ziskané plasmidové DNA, byly

sekvenovany (Seqme, Ceska republika).

3.2.2 Klonovani prvni gRNA obsahujici 1. protospacer do destina¢nich
vektoru pDe-EC-SaCas9 a pDe-ECP-ttLbCas12a

3.2.2.1 LR reakce

Pomoci LR reakce, pii které je pouzit enzym LR klonasa Il, dochazi k vystfizeni
pozadovanych DNA sekvenci umisténych mezi attL1 a attL2 sekvencemi ze vstupnich
vektort, Které jsou nasledné vlozeny mezi attR1 a attR2 sekvence v destina¢nich
vektorech (Katzen, 2007).

Vstupni vektory pENn-RZ_Lb-Chimera:701 Casl2a a pEn-RZ_Lb-Chimera:1222
Casl2a byly rekombinovany s destina¢nim vektorem pDe-ECP-ttLbCasl2a,
obsahujicim Casl2a.

Vstupni vektory pEn-Sa_Chimera:281 Cas9 a pEn-Sa_Chimera:559 Cas9 byl
rekombinovany s destinaénim vektorem pDe-EC-SaCas9 obsahujicim Cas9.

V 1,5 ml mikrozkumavce bylo smichano 10 pl TE pufru, 200 ng vstupniho vektoru
a 200 ng destina¢niho vektoru. Reakce byla doplnéna na celkovy objem 10 ul sterilni
destilovanou vodou. Mikrozkumavky byly inkubovany 5 min pii 45°C. Po 2 min pfi

22 °C, byl do kazdé reakce ptidan 1,5 pl LR klonasy II, inkubace ptes noc pii 25°C.

3.2.2.2 Transformace Escherichia coli

Po skonceni LR reakce bylo 5 pl reakéni smési transformovano do chemicky
kompetentnich bun¢k E. coli TOP10 (viz. 3.2.1.4). Transformované bunky E. coli TOP10
byly rozetieny na Petriho misky s LB agarem a spektinomycinem o vysledné koncentraci

150 pg.ml, inkubace pres noc pti 37°C.
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3.2.2.3 Kolonova PCR

Pro potvrzeni pfitomnosti destina¢niho vektoru pDe-ECP-ttLbCasl2a nebo pDe-EC-
SaCas9 obsahujiciho gRNA s protospacerem v chemicky kompetentnich bunkach E. coli
TOP10 byla provedena kolonova PCR (3.2.1.5) za pomoci GoTaq G2 Flexi DNA
polymerasy. Reak¢ni smés obsahovala reakéni slozky uvedené v Tab. 5, podminky pro
PCR reakci byly nastaveny dle Tab. 6. Kolonova PCR byla nasledné¢ vyhodnocena
pomoci gelové elektroforézy v 1% agarosovém gelu (3.2.1.2.2).

Pouzité fw a rev primery jsou uvedeny v Tab. 7. Velikost predpokladaného DNA
amplikonu pro pDe-ECP-ttLbCas12a:701 Casl12a a pDe-ECP-ttLbCas12a:1222 Casl2a
byla 531 bp, v piipadé pDe-EC-SaCas9:281 Cas9 a pDe-EC-SaCas9:559 Cas9 mél
predpokladany DNA amplikon velikost 470 bp. Fw primer nasedal do destina¢niho
vektoru pDe-ECP-ttLbCas12a nebo pDe-EC-SaCas9 a rev primer na rekombinovany
usek DNA obsahujici gRNA s protospacerem.

Tab. 7 Piehled fw primert a rev primert pouzitych pro PCR reakci.
Vektor Fw primer Rev primer

pDe-ECP-ttLbCas12a: 701 Casl2a pDeCas F12333 Casl2 Dral/Swal PS 701 R
pDe-ECP-ttLbCas12a:1222 Casl2a pDeCas F12333  Casl2 Dral PS 1222 R
pDe-EC-SaCas9:281 Cas9 pDeCas_F12333  Cas9_Ndel PS 281 R
pDe-EC-SaCas9:559 Cas9 pDeCas_F12333  Cas9 Pacl_PS 559 R

3.2.2.4 lzolace plasmidové DNA pomoci QIAprep Spin Miniprep Kitu
Pozitivni kolonie E. coli TOP10 obsahujici pDe-ECP-ttLbCasl2a: 701 Casl2a, pDe-
ECP-ttLbCas12a:1222 Casl2a, pDe-EC-SaCas9:281 Cas9 a pDe-EC-SaCas9:559 Cas9
byly kultivovany v 10 ml LB média se spektinomycinem o finalni koncentraci
150 pg.ml™, kultivace pies noc pii 37 °C na tiepacee (160 rpm).

Plasmidova DNA byla z téchto bunék izolovana pomoci Kitu QIAprep Spin Miniprep
(Qiagen, Némecko) dle 3.2.1.6. Ziskané plasmidové DNA byly sekvenovany (Seqme,
Ceska republika).
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Navrh protospacerovych sekvenci pro deleci promotoru genu
CRE1

V této praci mély byt ptipraveny CRISPR/Cas konstrukty pro deleci promotoru genu
CREZ1 (5185 bp), ktery koduje cytokininovy receptor (Méhonen et al., 2000; Yamada et
al., 2001; Liu et al., 2019).

Bylo rozhodnuto, ze budou ptipraveny jak konstrukty obsahujici Cas9, tak konstrukty
obsahujici Casl2a. Pii cileni na specifické misto vyzaduje k GispéSnému Sté€peni nukleasa
Cas12a PAM sekvenci bohatou na AT (Zetsche et al., 2015), zatimco Cas9 vyzaduje
PAM sekvenci bohatou na GC (Gasiunas et al., 2012; Hsu et al., 2013). V pfipad¢ Cas12a
jsme se rozhodli pouzit LbCas12a, tedy Casl2a izolovany z Lachnospiraceae bacterium
(Wolter a Puchta, 2019), v piipadé¢ Cas9 jsme pouzili SaCas9, tedy Cas9 izolovany
z bakterie Staphylococcus aureus (Steinert et al., 2015). V obou pfipadech byly Cas geny
umistény pod kontrolu EC (egg-cell specific) promotoru (Fauser et al., 2014; Wolter a
Puchta, 2019).

Vzhledem k tomu, ze ucinnost CRISPR/Cas metody zavisi nejen na pouzité Cas
nuklease, ale také na protospacerové sekvenci (Jinek et al., 2012), bylo navrzeno né€kolik
ruznych protospacerovych sekvenci cilenych na pCREL, jejichZ vzajemnou kombinaci by

meélo dojit k deleci pCREL.

4.1.1 Konstrukty obsahujici Cas12a

V ptipadé konstruktl obsahujicich Casl2a byly celkem navrZeny 4 rtizné protospacerové
sekvence cilicina 701. bp, 1222. bp, 4901. bp a 5130. bp pCRE1 (Obr. 19). Tyto sekvence
byly vybrany na zaklad¢ ptitomnosti restrikénich mist v misté predpokladaného zlomu
dvouvldknové DNA zplsobené nukleasou Casl2a. V piipadé prvniho protospaceru
cileného na 701. bp pCRE1, DNA v misté pfedpokladaného zlomu obsahuje restrikéni
misto pro Dral/Swal. V ptipadé druhého protospaceru cileného na 1222. bp pCRE1, DNA
Vv misté predpokladaného zlomu obsahuje restrikéni misto pro Dral. V ptipadé tietiho
protospaceru cileného na 4901. bp pCRE1l, DNA v misté predpokladaného zlomu
obsahuje restrikéni misto pro BspHI. V pfipad¢ ¢tvrtého protospaceru cileného na 5130.
bp pCRE1, DNA v misté¢ predpokladaného zlomu obsahuje restrikéni misto pro Dral.
Pokud by nedoslo k deleci pCRE1 v A. thaliana, bude mozné pomoci metody PCR-RFLP
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(Shan et al., 2014; Kim et al., 2014) odhadnout G¢innosti jednotlivych protospacerovych
sekvenci a nasledné se zaméfit pouze na konstrukty obsahujici protospacery s nejvyssi

ucinnosti mutace.

Cas12a

Dral/Swal Dral BspHI Dral

[701. bp] [1222.b% [4901.b[a [5130bp]

| pCRE1(5185bp) |
Y v ¥ ¥
delece o velikosti 3679 bp
delece o velikosti 3908 bp
Qe delece o velikosti 4200 bp
701 + 5130 delece o velikosti 4420 bp

Obr. 19 Schéma znazoriujici kombinace protospaceru cilené na pCRE1, kdy cilové destinac¢ni
vektory obsahovaly vzdy dvé ruzné gRNA se dvéma riznymi protospacerovymi sekvencemi, aby
doslo k deleci useku DNA mezi témito sekvencemi. Prvni konstrukt by vytvofil deleci o délce
4200 bp, druhy by vedl k deleci 4429 bp, tieti k deleci DNA o délce 3679 bp a ctvrty by vedl
k deleci o velikosti 3908 bp.

Vzhledem k tomu, Ze cilem této prace méla byt piiprava konstruktii pro deleci pCRE1
pomoci CRISPR/Cas12a, bylo rozhodnuto, ze cilové destinacni vektory budou obsahovat
vzdy dvé rizné gRNA se dvéma riiznymi protospacerovymi sekvencemi tak, aby doslo
k deleci useku DNA mezi témito sekvencemi (Obr. 19). Celkem tedy mély byt pfipraveny
4 finalni CRISPR/Cas12a destinacni vektory obsahujici protospacery cilené na 701. bp
a4901. bp pCRE1, 701. bp a 5130. bp pCRE1, 1222. bp a 4901. bp pCREL a 1222. bp
a 5130. bp pCREL. Prvni konstrukt by hypoteticky vytvotil deleci o délce 4200 bp, druhy
by vedl k deleci 4429 bp, tieti k deleci DNA o délce 3679 bp a ¢tvrty by vedl k deleci
o0 velikosti 3908 bp (Obr. 19).

4.1.2 Konstrukty obsahujici Cas9
V ptipadé konstrukti obsahujicich Cas9 byly celkem navrzeny 3 rizné protospaceroveé
sekvence cilici na 281. bp, 559. bp a 4886. bp pCRE1 (Obr. 20). Tyto sekvence byly opét

vybrany na zaklad¢é piitomnosti restrikénich mist v misté¢ predpokladaného zlomu
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dvouvlaknové DNA zplsobené nukleasou Cas9. V piipadé prvniho protospaceru
cileného na 281. bp pCRE1, DNA v misté ptedpokladaného zlomu obsahuje restrikéni
misto pro Ndel. V ptipad¢ druhého protospaceru cileného na 559. bp pCRE1, DNA
vV misté predpokladaného zlomu obsahuje restrikéni misto pro Pacl. V piipad¢ tietiho
protospaceru cileného na 4886. bp pCRE1, DNA v misté¢ ptredpokladaného zlomu
obsahuje restrikéni misto pro Mmel. Stejné jako u CRISPR/Cas12a konstruktti, pokud by
nedoslo k deleci pCRE1 v A. thaliana, bude mozné pomoci metody PCR-RFLP (Shan et
al., 2014; Kim et al., 2014) odhadnout G¢innosti jednotlivych protospacerovych sekvenci
a nasledn¢ se zaméfit pouze na konstrukty obsahujici protospacery s nejvyssi ucinnosti
mutace.

Vzhledem k tomu, Ze cilem této prace méla byt piiprava konstruktt pro deleci pCRE1
pomoci CRISPR/Cas9, bylo rozhodnuto, Ze cilové destinaéni vektory budou obsahovat
opét stejné jako v pripadé CRISPR/Casl2a konstrukti vzdy dvé rizné gRNA se dvéma
riznymi protospacerovymi sekvencemi tak, aby doslo k deleci iseku DNA mezi témito
sekvencemi (Obr. 20). Celkem tedy mély byt ptipraveny 2 finalni CRISPR/Cas9
destinaéni vektory obsahujici protospacery cilené na 281. bp a 4886. bp pCRE1 a 559. bp
a 4886. bp pCREL (Obr. 20). Prvni konstrukt by hypoteticky vedl k deleci tseku o
velikosti 4605 bp a druhy by vedl k deleci 4327 bp pCREL.

Ndel Pacl Cas9 Mmel

(o) (s90)

pCRE1 (5 185 bp)
Yy ¥

delece o velikosti 4605 bp

559 + 4886
T delece o velikosti 4327 bp

Obr. 20 Schéma znazornujici kombinace protospacerd, kdy cilové destinaéni vektory obsahovaly
vzdy dvé rizné gRNA se dvéma riznymi protospacerovymi sekvencemi, aby doslo k deleci useku
DNA mezi témito sekvencemi. Prvni konstrukt by hypoteticky vedl k deleci useku o velikosti
4605 bp a druhy by vedl k deleci 4327 bp pCRE1.
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4.2 Klonovani protospacerovych sekvenci do vstupnich vektori
pENn-RZ_LDb-Chimera a pEn-Sa_Chimera
Metodou oligoannealing (3.2.1.1) bylo pfipraveno celkem sedm rGznych
dvouvlaknovych DNA obsahujicich protospacerové sekvence (Tab. 2) cilené na 701. bp,
1222. bp, 4901. bp, 5130. bp (Obr. 19) a 281. bp, 559. bp a 4866. bp (Obr. 20) pCREL.
Prvni ¢tyfi DNA obsahujici protospacer cileny na 701. bp, 1222. bp, 4901. bp
a5130. bp pCREL1 byly ligovany do vstupniho vektoru pEn-RZ_Lb-Chimera (3110 bp)
(Obr. 14) (Wolter a Puchta, 2019) stépeného restrikéni endonukleasou Bbsl (3.2.1.2.1).
Zbylé tii DNA obsahujici protospacery cilené na 281. bp, 559. bp a 4866. bp pCRE1 byly
ligovany do vstupniho vektoru pEn-Sa_Chimera (3054 bp) (Obr. 16) (Fauser et al., 2014)
$tépeného restrikéni endonukleasou Bbsl (3.2.1.2.1). Uspé&nost restrikce byla
zkontrolovdna pomoci agarosové elektroforézy za pouziti 1% agarosového gelu
(3.2.1.2.2) (Obr. 21). Restrik¢ni smési byly jesté pied ligaci (3.2.1.3) piecistény pomoci
NucleoSpin Gel a PCR Clean-Up kitu a koncentrace ziskané plasmidové DNA byla

zmé&fena na Nanodropu (3.2.1.2.3).

| —
— ‘ 5 000 bp
EP— — -
3054 b
3110 bp W Sy P —
-- 1 500 bp
| —
| n————
- - 500 bp
—
| —
 —
PEn-Rz_Lb-Chimera pEn-Sa_Chimera
Casl2a Cas9

Obr. 21 Elektroforeogram znazornujici restrikci pEn-Rz_Lb-Chimera a pEn-Sa_Chimera.

Jako marker (M) byl pouzit 1 kb Plus DNA ladder. 1 - pEn-Rz_Lb-Chimera stépeny pomoci Bbsl,
2 - nenastépeny pEn-Rz_Lb-Chimera, 3 - pEn-Sa_Chimera stépeny pomoci Bbsl, 4 — nenastépeny
pEn-Sa_Chimera.
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Liga¢ni smési byly nasledné¢ metodou tepelné¢ho Soku transformovany do chemicky
kompetentnich buné¢k Escherichia coli TOP10 (3.2.1.4). Kultivace bakterialnich bun¢k
probihala na LB agaru obsahujicim ampicilin o vysledné koncentraci 100 pg.ml™.

Pro potvrzeni pfitomnosti protospaceru ve vstupnim vektoru pEn-RZ_Lb-Chimera
a pEn-Sa_Chimera byla provedena kolonova PCR (3.2.1.5), ktera byla vyhodnocena
pomoci gelové elektroforézy v 1% agarosovém gelu (3.2.1.2.2). Pro kazdy vysledny
klonovany vektor (pEn-RZ_Lb-Chimera:701 Casl2a, pEn-RZ_Lb-Chimera:1222
Casl2a, pEn-RZ_Lb-Chimera:4901 Casl2a, pEn-RZ_Lb-Chimera:5130 Casl2a, pEn-
Sa_Chimera:281 Cas9, pEn-Sa_Chimera:559 Cas9 a pEn-Sa_Chimera:4886 Cas9),
byly vybrany dva pozitivni klony E. coli TOP10 (Obr. 22, 23), jejichZ plasmidova DNA
byla izolovana QlAprep Spin Miniprep kitem (3.2.1.6) a nasledn¢ poslana na sekvenaci.

M) 2 G 45 5N

<
-
N
w
@
9
(@)
S

5 000 bp -
- -
N -
1 500 bp -
[ -
- - - -
500 bp ' 650 bp 650 bp 650 bp ' 65!3p Ggp
. -
pEn:Rz_Lb Chimera: 701 Cas12a B PEn:Rz_Lb Chimera 1222 Cas12a
M®2@4567M1234©©7
5000 bp - ~
1 500 bp -4 -
- .
500 bp - % 650 bp 650 bp 650 bp - - W .

650 bp 650 bp 650 bp

C  PEn:Rz_Lb Chimera: 4901 Cas12a D  pEn:Rz_Lb Chimera: 5130 Cas12a

Obr. 22 Elektroforeogramy vzorki z kolonové PCR. pEn-RZ_Lb-Chimera:701 Casl12a (A), pEn-
RZ_Lb-Chimera:1222 Casl?a (B), pEn-RZ_Lb-Chimera:4901 Casl2a (C), pEn-RZ_Lb-
Chimera:5130 Casl12a (D). Jako marker (M) byl pouzit 1 kb Plus DNA ladder. Vybrané pozitivni
kolonie E. coli TOP10, jejichz plasmidova DNA byla poslana na sekvenaci jsou znazornény
v ¢erveném kolecku.
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E pEn:Sa Chimera: 281 Cas9 F pEn:Sa Chimera: 559 Cas9 G pEn:Sa Chimera: 4886 Cas9

Obr. 23 Elektroforeogramy vzorki z kolonové PCR. pEn-Sa_Chimera:281 Cas9 (E), pEn-
Sa_Chimera:559 Cas9 (F), pEn-Sa_Chimera:4886 Cas9 (G). Jako marker (M) byl pouzit 1 kb
Plus DNA ladder. Vybrané pozitivni kolonie E. coli TOP10, jejichz plasmidova DNA byla
poslana na sekvenaci jsou znazornény v ¢erveném kolecku.

4.3 Klonovani prvni gRNA obsahujici 1. protospacer do destina¢nich
vektoru pDe-ECP-ttLbCas12a a pDe-EC-SaCas9

Poté co byly piipraveny vstupni vektory obsahujici gRNA s protospacerem, byla
uskute¢néna LR reakce, kdy doslo k rekombinaci mezi vstupnim vektorem a destina¢nim
vektorem pDe-ECP-ttLbCasl12a (16 325 bp) (Obr. 15) obsahujicim Casl2a (Wolter a
Puchta, 2019) a pDe-EC-SaCas9 (15 329 bp) (Obr. 17) obsahujicim Cas9 (Fauser et al.,
2014) (3.2.2.1).

Celkem byly pfipraveny dva destinacni vektory pDe_ ECP-ttLbCasl2a — jeden
obsahoval gRNA s protospacerem cilenym na 701. bp pCRE1 a druhy obsahujici gRNA
S protospacerem cilenym na 1222. bp pCREL1.

V ptipadé vektort pDe-EC-SaCas9 byly piipraveny rovnéz dva destinacni
vektory - prvni vektor obsahoval gRNA s protospacerem cilenym na 281. bp pCRE1
a druhy vektor obsahoval gRNA s protospacerem cilenym na 559. bp pCREL.

Reak¢ni smési po LR byly metodou tepelného Soku transformovany do chemicky
kompetentnich bun¢k Escherichia coli TOP10 (3.2.2.2), kultivace bakterialnich bun¢k
probihala na LB agaru se spektinomycinem o vysledné koncentraci 150 pg.ml™.

Pro potvrzeni ptitomnosti destina¢niho vektoru obsahujiciho gRNA s protospacerem
v chemicky kompetentnich bunkach E. coli TOP10 byla provedena kolonova PCR
(3.2.2.3), ktera byla vyhodnocena pomoci gelové elektroforézy v 1% agarosovém gelu
(3.2.1.2.2). Pro kazdy vysledny klonovany vektor (pDe-ECP-ttLbCas12a:701 Casl2a,
pDe-ECP-ttLbCas12a:1222 Casl2a, pDe-EC-SaCas9:281 Cas9, pDe-EC-SaCas9:559
Cas9), byly vybrany dva pozitivni klony E. coli TOP10 (Obr. 24, 25), jejichZ plasmidova
DNA byla izolovana QIlAprep Spin Miniprep kitem (3.2.2.4) a nasledné poslana na

sekvenaci.
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A pDe:ECP-ttLbCas12a: 701 Cas12a B pDe:ECP-ttLbCas12a: 1222 Cas12a

Obr. 24 Elektroforeogramy vzorkt z kolonové PCR. pDe-ECP-ttLbCas12a: 701 Casl2a (A),
pDe-ECP-ttLbCasl12a: 1222 Casl2a (B). Jako marker (M) byl pouzit 1 kb Plus DNA ladder.
Vybrané pozitivni kolonie E. coli TOP10, jejichz plasmidova DNA byla poslana na sekvenaci
jsou znazornény v Cerveném kolecku.

M1:2,3 4 ®,0 7 M 1 20®@5 6@ ™

S/

5000 bp - _ -
1 500 bp - -
- e, 2.9
500 bp - - P P 470 bp
P ' 47(ﬁ>p&) bp -

é pDe:EC-Saéas!?: 559 Cas9 D pDe:EC-5aCas9: 281 Cas9
Obr. 25 Elektroforeogramy vzorkl z kolonové PCR. pDe-EC-SaCas9: 559 Cas9 (C), pDe-
EC_SaCas9: 281 Cas9 (D). Jako marker (M) byl pouzit 1 kb Plus DNA ladder. Vybrané pozitivni
kolonie E. coli TOP10, jejichz plasmidova DNA byla poslana na sekvenaci jsou znazornény
v erveném kolecku.

4.4 Klonovani druhé gRNA obsahujici 2. protospacer do destinacnich

vektori
Z divodu pandemie COVID-19, jiz tato experimentilni c¢ast nebyla uskutecnéna
Vv laboratofi. Postupovalo by se vSak nasledovné: pfipravené destina¢ni vektory
pDe-ECP-ttLbCas12a:701 Casl2a, pDe-ECP-ttLbCasl2a:1222 Casl2a, pDE-EC-
SaCas9:281 Cas9 a pDE-EC-SaCas9:559 Cas9, by byly stépeny restrikénimi
endonukleasami Pacl a Spel dle 3.2.1.2.1, poté by se Gcinnost restrikce zkontrolovala
pomoci elektroforézy v 1% agarosovém gelu dle 3.2.1.2.2 a nasledné by se linearizované

vektory purifikovaly pomoci NucleoSpin Gel a PCR Clean-Up kitu dle 3.2.1.2.3.
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Pomoci primerd obsahujicich restrikéni misto pro Spel a Pacl by byly gRNA
spole¢né s protospacery amplifikovany z jiz ptipravenych vstupnich vektort pEn-RZ_Lb-
Chimera: 4901 Casl2a, pEn-RZ_Lb-Chimera: 5130 Casl2a a pEn-Sa_Chimera: 4886.
Ziskané PCR produkty by byly §tépeny enzymy Spel a Pacl dle 3.2.1.2.1, restrik¢éni smési
by byly precistény pomoci NucleoSpin Gel a PCR Clean-Up kitu dle 3.2.1.2.3.

Ziskané precisténé PCR amplikony $tépené Spel a Pacl by byly ligovany dle 3.2.1.3
do pripravenych piecisténych destina¢nich vektora St€penych Spel a Pacl. Celkové by
tak vznikly ¢tyfi rizné finalni destinaéni CRISPR/Cas12a vektory (Obr. 26) a dva finalni
CRISPR/Cas9 destina¢ni vektory (Obr. 27) obsahujici dvé gRNA se dvéma riznymi

protospacery.

4901. bp

4901. bp
pDe:ECP-

tLbCasl 2a:
1222 +4901
Casl 2a

5130. bp
pDe:ECP-

tLbCasl2a:
1222+ 5130
Casl2a

pDe:ECP-
tLbCasl2a:
T01+4901
Casl2a

tLbCasl2a:
TO1+5130
Casl2a

701. bp 701. bp 1222. bp 1222. bp

Obr. 26 Schéma znazornujici 4 vektory pDe-ECP-ttLb_Casl?a, které obsahuji dvé gRNA
obsahujici prvni a druhou protospacerovou sekvenci cilenou na promotor genu CREL.

4886. bp 4886. bp

pDe:EC-
SaCas9:
281 + 4886

pDe:EC-
SaCas9:
559+ 4886

Obr. 27 Schéma znazoriujici 2 vektory pDe-EC-SaCas9, které obsahuji dvé gRNA obsahujici
prvni a druhou protospacerovou sekvenci cilenou na promotor genu CREL.

Liga¢ni smés by byla transformovana do chemicky kompetentnich bunék E. coli
TOP10 tepelnym Sokem dle 3.2.1.4, bakterie by byly kultivovany na LB agaru
obsahujicim spektinomycin o vysledné koncentraci 150 pg.ml™.

Aby se potvrdila pfitomnost druhé gRNA se druhym protospacerem v destinac¢nich
vektorech, které jiz obsahuji prvni gRNA s prvnim protospacerem, byla by provedena
kolonova PCR dle 3.2.1.5. Na zaklad¢ vysledkt z kolonové PCR by byly vybrany dva
pozitivni E. coli klony, ze kterych by byla izolovana plasmidova DNA pomoci QIAprep
Spin Miniprep kitu dle 3.2.1.6. Tato plasmidova DNA by byla nasledné poslana na

sekvenaci.
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4.5 Vyména kazety obsahujici gen rezistence na gentamycin za kazetu
obsahujici gen kodujici rezistenci k herbicidu s komerénim nazvem

Basta u destinac¢nich vektoru obsahujicich Cas12a
Jakmile by byly pfipraveny vSechny ¢tyii CRISPR/Casl2a konstrukty obsahujici obé
gRNA a dva rozdilné protospacery byla by v téchto vektorech vyménéna kazeta
obsahujici gen rezistence na gentamycin za kazetu obsahujici gen kddujici rezistenci
k herbicidu s komerénim nazvem Basta. Kazeta obsahujici gen rezistence na Bastu by
byla klonovana z diive pouzitého destina¢niho vektoru pDe-EC-Sa-Chimera.

Hlavnim divodem vymény rezistenéni kazety v CRISPR/Casl2a konstruktech je
zejména jednodussi selekce T1 generace Arabidopsis thaliana, do kterych budou tyto
konstrukty v budoucnosti transformovany. V ptipadé Basta selekce se postupuje
nasledovné: semena A. thaliana po transformaci metodou floral dip (Feng et al., 2013)
jsou vyseta ve velkém mnozstvi piimo do hliny a postiikdny herbicidem s komerénim
nazvem Basta, tacy s hlinou jsou nasledné po dobu pfiblizn¢ dvou tydnl udrzovany ve
vlhkém prostiedi. Nasledné jsou rezistentni A. thaliana ptesazeny do hliny a po 3 tydnech
je z nich izolovana gDNA, ktera je pouzita na genotypizaci rostlin.

V piipadé¢ A. thaliana obsahujicich kazetu sgenem rezistence na antibiotikum
gentamycin, by byla selekce T1 generace A. thaliana komplikovangjsi, nebot’ tato
rezistence se na oddéleni, kde byla prace uskute¢néna, nepouziva. Tudiz by bylo zapotiebi
optimalizovat koncentraci gentamycinu dle dostupné literatury. Také by muselo byt
vybrano vhodné ztuzujici médium, které¢ se ptidavd do MS agaru, nejCastéji se jedna
0 Plant agar, Phytagel nebo Gellun gum. Navic, zasadnim rozdilem v postupu selekce T1
generace A. thaliana by bylo to, Ze by se musela veskera semena nejdiive sterilizovat
a nasledné vyset za sterilnich podminek na MS agar s gentamycinem a carbenicilinem,
ktery inhibuje rtst A. tumefaciens (Nauerby et al., 1997). Pfiblizn¢ po 2 tydnech by se
rezistentni rostliny musely dat na novy MS agar obsahujici jen carbenicilin a teprve po
dalsich 2 tydnech by teprve mohly byt pfesazeny do hliny. Poté by z nich mohla byt
izolovana gDNA, ktera by byla pouZita na genotypizaci rostlin.

Co se tyce postupu klonovani kazety obsahujici gen rezistence na Bastu, bylo by
mnohem jednodu$s$i tuto kazetu vyménit piimo V destina¢nim vektoru pDe-EC-
ttLbCas12a a teprve poté, do tohoto vektoru klonovat jednotlivé gRNA. Tato cesta byla
vSak zamitnuta, nebot’ i pfes nemalé Usili se toto klonovani nepodatilo. NejspiSe

z dtivodu, ze destinaéni vektory pied LR reakci, tudiz obsahujici stale ccdB gen, musi byt
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udrzovany a propagovany ve specialnich kmenech E. coli napt. DB 3.1, které vykazuji
pomérné nizkou uc¢innost, co se tyka klonovani zalozeného na restrikénich enzymech.

Z divodu pandemie COVID-19, jiz tato experimentalni ¢ast nebyla uskute¢néna
Vv laboratofi. Postupovalo by se vSak nasledovné: nejprve by byly vSechny ¢tyfi destinacni
CRISPR/Cas12a konstrukty S$tépeny restrikénimi endonukleasami Sbfl a Pmel dle
3.2.1.2.1, uc¢innost $tépeni by byla zkontrolovana v 1% agarosovém gelu dle 3.2.1.2.2.
Nasledné by byly restrikéni smési precistény pomoci NucleoSpin Gel a PCR Clean-Up
kitu dle 3.2.1.2.3.

Vektor pDe-EC-Sa-Chimera obsahujici kazetu s genem kodujicim rezistenci vuci
herbicidu Basta by se §tépil také restrikénimi endonukleasami Sbfl a Pmel dle 3.2.1.2.1,
poté by byla G€innost §tépeni ovéiena v 1% agarosovém gelu dle 3.2.1.2.2 a smés by byla
opét purifikovana prostiednictvim NucleoSpin Gel a PCR Clean-Up kitu dle 3.2.1.2.3.

Nakonec by byla provedena ligace, kdy by byly smichany ptecisténé restrikéni smési
obsahujici CRISPR/Cas12a konstrukty a pDe-Sa-Chimera dle 3.2.1.3. Liga¢ni smési by
byly transformovany do chemicky kompetentnich buné¢k E. coli TOP10 metodou
tepelného Soku dle 3.2.1.4 a nasledné by se transformované bunky kultivovaly na LB
agaru obsahujicim spektinomycin o finalni koncentraci 150 pg.ml™. Pozitivni kolonie
E. coli TOP10 obsahujici CRISPR/Cas12a konstrukt s kazetou obsahujici rezistenci vici
herbicidu Basta by byly selektovany pomoci kolonové PCR dle 3.2.1.5. Na zdklad¢
vysledki z kolonové PCR by byly vybrany dva pozitivni E. coli klony, ze kterych by byla
izolovana plasmidova DNA pomoci QIAprep Spin Miniprep kitu dle 3.2.1.6. Tato

plasmidova DNA by byla nasledné posldna na sekvenaci.
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5 ZAVER

V Gvodni ¢asti bakalarské prace byla vypracovana literarni reSerSe se zaméfenim
na modelovy organismus Arabidopsis thaliana, rostlinné hormony cytokininy se
zamétenim na jejich biosyntézu, signalizaci a receptor CRE1, dale byla popsana metoda
CRISPR/Cas se zaméfenim na nukleasy Cas9 a Casl2a.

V ramci experimentalni ¢asti byly pfipraveny Ctyfi vstupni vektory pEn-Rz_Lb-
Chimera obsahujici protospacer cileny na 701. bp, 1222. bp, 4901. bp a 5130. bp pCRE1
(PEn-RZ_Lb Chimera:701 Casl2a, pEn-RZ_Lb Chimera:1222 Casl2a, pEn-RZ_Lb
Chimera:4901 Casl2a a pEn-RZ_Lb Chimera:5130 Cas12a).

Zaroven byly pfipraveny tii vstupni vektory pEn-Sa_Chimera obsahujici protospacer
cileny na 281. bp, 559. bp a 4886. bp pCREl (pEn-Sa_Chimera:281 Cas9, pEn-
Sa_Chimera:559 Cas9 a pEn-Sa_Chimera:4886 Cas9).

Pomoci Gateway klonovani byly gRNA obsahujici protospacer cileny na 701. bp,
1222. bp, 281. bp a559. bp pCREL1 vlozeny do destina¢nich vektort. Byly pfipraveny dva
destina¢ni vektory pDe-ECP-ttLbCasl2a obsahujici protospacer cileny na 701. bp
a1222. bp pCRE1 (pDe-ECP-ttLbCasl2a:701 Casl2a a pDe-ECP-ttLbCasl2a:1222
Casl2a) a dva destina¢ni vektory pDe-EC-Sa-Chimera obsahujici protospacery cilené
na28l. bp a 559. bp pCRE1l (pDE-EC-Sa-Chimera:281 Cas9 a pDE-EC-Sa-
Chimera:559).

Z dtvodu pandemie COVID-19, nebylo povoleno pokracovat s experimentalni casti
Vv laboratofi. Pivodnim cilem bylo vlozit do ptipravenych vektort také druhou gRNA
s druhym protospacerem a pripravit tak celkem ¢tyfi rizné CRISPR/Cas12a konstrukty
(pDe-ECP-ttLbCas12a:701+4901, pDe-ECP-ttLbCas12a:701+5130, pDe-ECP-
ttLbCas12a:1222+4901 a pDe-ECP-ttLbCasl12a:1222+5130) a dva CRISPR/Cas9
konstrukty (pDe-EC-Sa-Cas9:281+4886 a pDe-EC-Sa-Cas9:559+4886). Nasledné m¢la
byt ve vSech Ctyfech pfipravenych CRISPR/Casl2a konstruktech vymeénéna kazeta
obsahujici gen rezistence vuc¢i gentamycinu za kazetu obsahujici gen kodujici rezistenci
na herbicid Basta, a to z divodu jednodussi selekce rostlin A. thaliana.

Pripravené CRISPR/Casl12a a CRISPR/Cas9 konstrukty budou dale transformovany
do bakterie Agrobacterium tumefaciens GV3101 a poté skrze metodu floral dip do
modelového organismu Arabidopsis thaliana Col-0. Nasledné probéhne selekce rostlin
pomoci metody PCR, ktera potvrdi deleci pCREL. Tyto rostliny budou selektovany az do

T2 generace. Ziskané homozygotni linie A. thaliana s deletovanym promotorem genu
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CREL, ktery koduje cytokininovy receptor se pouziji pro qPCR pro sledovani exprese
genu CREL1. Ziskané vysledky by mohly napomoct k porozuméni funkce prvniho intronu

CRE1 pfi regulaci transkripce.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ADH1
AGI
AHK
AHP
ARR
AtU6-26
BAP

Bar
CaMV 35S
Cas

CPC
CRE1
CRISPR
CrRNA
CYP735A
cZ

dCas9
DD45/EC 1.2
dNTP
DMAPP
DZ
EDTA
ETC2

Fw primer
GFP
gRNA
HDV

HH

HK
HMBDP
HR

gen kodujici alkohol dehydrogenasu 1
projekt The Arabidopsis Genome Initiative
histidin kinasa z Arabidopsis thaliana
histidinfosfotransferovy protein

regulator odpovédi z Arabidopsis thaliana
promotor U6 z Arabidopsis thaliana
6—benzylaminopurin

gen rezistence na fosfinotricin

promotor 35S odvozeny z viru kvétdkové mozaiky

geny kodujici nukleasy nebo helikasy
gen kodujici transkripéni faktor

z angl. cytokinin response 1

z angl. Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats

CRISPR RNA
cytochrom P450 monooxygenasa
cis—zeatin

Cas9 bez nukleasové aktivity

gen kodujici protein, specificky pro somatické bunky

deoxynukleotidtrifosfat
dimetylalyllpyrofosfat
dihydrozeatin
ethylendiamintetraoctova kyselina
gen kodujici transkripéni faktor

z angl. forward, pfimy primer
zeleny fluorescencni protein

z angl. guide RNA

hepatitis delta virus ribozym
hammerhead ribozym

histidin kinasa
(E)-4-hydroxy-3-methyl-but-2-enyl difosfat

homologni rekombinace
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HRM vysokorozliSovaci analyza kiivek tani

CHASE doména z angl. Cyclase/His kinase-Associated Sensory Extracellular
lap gen zodpovédny za izoenzymovou preménu alkalické fosfatasy
IDAA z angl. indel detection by amplicon analyses

iP N®-(A2- isopentenyl) -adenin

IPRDP isopentenyladenin ribosid-5"-difosfat

iPRMP isopentenyladenin ribosid-5"-monofosfat

iPRTP isopentenyladenin ribosid-5"-trifosfat

Ipt gen kodujici isopentenyltransferasu

IPT isopentenyltransferasa

LB Luria-Bertani kultiva¢ni médium

LbCas12a Casl2a izolovany ze Lachnospiraceae ND2006
LOG lonely guy geny kodujici posledni krok biosyntézy cytokinind
MEP methylerythroil fosfatova draha

mT meta—topolin

MVA mevalonatova draha

NGS sekvenovani nové generace

NHEJ nehomologni spojovani koncti DNA

NUC nukleasovy lalok

oT ortho-topolin

PAM z angl. protospacer adjacent motif

PCR polymerazova fetézova reakce

PCR-RFLP PCR-polymorfismus délky restrikénich fragmentt
PcUbi4-2 promotor ubikvitinu 4-2 z Petroselinum crispum
pU3 promotor U3

puU6 promotor U6

REC rozpoznavaci lalok

Rev primer z angl. reverse, zpétny primer

RGR umély gen Ribozym — gRNA — Ribozym

RR regulator odpovédi

SaCas9 Cas9 izolovany ze Staphylococcus aureus

SgRNA z angl. single guide RNA

SpCas9 Cas9 izolovany ze Streptococcus pyogenes

SSCP polymorfismus konformace jednovlaknové DNA
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StCas9
TAE
T7E1
TCS
TIDE
tracrRNA
Tris
TRY
T4

tZ
tZRDP
tZRMP
tZRTP
WED
WOL1
WUS
YAO

Cas9 izolovany ze Streptococcus thermophilus
Tris-acetat-EDTA pufr

z angl. T7 endonuclease |

dvouslozkova signalni draha

z angl. tracking of indels by decomposition

z angl. transactivating CRISPR RNA
2-amino-2-hydroxymethylpropan-1,3-diol

gen kodujici transkripéni faktor

gen kodujici enzym katalyzujici prvni krok biosyntézy flavonoidt
trans—zeatin

trans-zeatin ribosid-5"-difosfat

trans-zeatin ribosid-5"-monofosfat
trans-zeatin ribosid-5"-trifosfat

z angl. wedge

z angl. wooden leg 1

gen kodujici transkripéni faktory

gen kodujici nuklearni proteiny
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