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ABSTRACT 

Sustaining the integrity of DNA throughout the lifetime is critical for every living 

organism. Therefore organisms evolved numerous ways to detect and repair different 

types of DNA damage caused by various endogenous and exogenous factors resulting in 

replication stress. Defects in these repair mechanisms can lead to severe human diseases 

such as neurological disorders, familial cancers or developmental syndromes. In presented 

master thesis, we investigated the function of a yeast protein named Wss1, a 

metalloprotease that participates in a recently discovered DNA repair pathway that 

proteolytically removes DNA-protein crosslinks. Wss1 shows strong negative interaction 

with another DNA repair protease, Ddi1, in which case was discovered, that double-

deleted yeast strain lacking WSS1 and DDI1 is hypersensitive to hydroxyurea. Hydroxurea 

is a ribonucleotide reductase inhibitor that, in the end, arrests cells in the S-phase of cell-

cycle. Based on previous studies, we performed rescue experiments with various deletions 

and single-site mutants of Wss1p to assess the involvement of particular yeast Wss1p 

domains in the replication stress response to hudroxyurea. 

 

Key words:  Wss1p, Ddi1p, DNA damage, DNA repair, protease, yeasts 
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S�������������������~�����z�������������� TEK 

Zkratka  ���ý�œ�•�ƒ�• 

AAA ........................................ ATPas�›���•�’�‘�Œ�‘�˜�ƒ�•�±���• �”�õ�œ�•�ý�•�‹���„�—�•�³�«�•�ý�•�‹���ƒ�•�–�‹�˜�‹�–�ƒ�•�‹ (z angl. 
ATPases Associated with diverse cellular Activities) 

ATP ........................................ a�†�‡�•�‘�•�‹�•�–�”�‹�ˆ�‘�•�ˆ�ž�– 
Cdc48p ................................. AAA ATPasa Cdc48 (z angl. Cell Division Control protein 48) 
Cps1p .................................... karboxypeptidasa S (z angl. Carboxypeptidase S) 
DBD ........................................ �†�‘�•�±�•�ƒ proteinu Wss1 �˜�ž�œ�ƒ�Œ�À�…�À�������������œ���ƒ�•�‰�Ž�ä�������������‹�•�†�‹�•�‰��

Domain) 
DDI1, DDI2 .......................... homology �•�˜�ƒ�•�‹�•�•�‘�˜�±�Š�‘���’�”�‘�–�‡�‹�•�—�����†�‹�s 
Ddi1p  ................................... �ƒ�•�’�ƒ�”�–�ž�–�‘�˜�ž proteasa indukovan�ž �’�‘�æ�•�‘�œ�‡�•�À�•����������(z angl. DNA 

damage-inducible protein) 
Doa1p  .................................. adaptor proteinu Cdc48 �˜�ž�œ�ƒ�Œ�À�…�À���—�„�‹�•�˜�‹�–�‹�•�‘�˜�ƒ�•�ý���•�—�„�•�–�”�ž�– (z angl. 

Degradation Of Alpha protein 1) 
dNTP ..................................... �†�‡�‘�š�›�”�‹�„�‘�–�—�•�Ž�‡�‘�–�‹�†�–�”�‹�ˆ�‘�•�ˆ�ž�–�› 
DPC ........................................ �’�”�‘�–�‡�‹�•�›���•�‘�˜�ƒ�Ž�‡�•�–�•�³���œ�ƒ�…�Š�›�…�‡�•�±���•�ƒ�������� (z angl. DNA-Protein 

Crosslinks) 
Dsk2p  ................................... protein �’�‘�†�‘�„�•�ý���—�„�‹�•�˜�‹�–�‹�•�— �˜�ž�œ�ƒ�Œ�À�…�À���’�‘�Ž�›�—�„�‹�•�˜�‹�–�‹�•�‘�˜�±���â�‡�–�³�œ�…�‡  
FA  .......................................... �•�‹�‰�•�ž�Ž�•�À���†�”�ž�Š�ƒ���	�ƒ�•�…�‘�•�‹�Š�‘���ƒ�•�±�•�‹�‡�� 
FANCD2  .............................. protein �•�‘�•�’�Ž�‡�•�‡�•�–�ƒ�«�•�À���•�•�—�’�‹�•y D2 Fanconiho an�±mie (angl. 

Fanconi Anemia Complementation Group D2) 
HDD ....................................... �†�‘�•�±�•�ƒ rodiny �’�”�‘�–�‡�‹�•�õ����di �„�‘�Š�ƒ�–�ž���•�ƒ���=-helixy (z angl. Helical-

Domain of DDI) 
HO........................................... �•�À�•�–�•�³���•�’�‡�…�‹�ˆ�‹�…�•�ž���‡�•�†�‘�•�—�•�Ž�‡�ƒ�•�ƒ���˜�›���ƒ�†�‘�˜�ƒ�•�ž���’�â�‹���˜�ý�•�³�•�³���ƒ�Ž�‡�Ž��

v lokusu MAT (z angl.. HOmothallic switching endonuclease)  
HR  .......................................... �Š�‘�•�‘�Ž�‘�‰�•�À���”�‡�•�‘�•�„�‹�•�ƒ�…�‡ 
Hsp70 .................................... chaperon Hsp70 (z angl. Heat-Shock Protein 70) 
MAT  ...................................... �Ž�‘�•�—�•���—�”�«�—�Œ�À�…�À���’�ž�”�—�Œ�À�…�À���–�›�’���•�˜�ƒ�•�‹�•�‡�• (z angl. mating-type lokus) 
MRE11 .................................. �•�ƒ�˜�«�À���Š�‘�•�‘�Ž�‘�‰�����”�‡�s�sp; nukleasov�ž podjednotka �•�ƒ�˜�«�À�Š�‘ 

komplexu MRN �‘�’�”�ƒ�˜�—�Œ�À�…�À���†�˜�‘�—�˜�Ž�ž�•�•�‘�˜�±���œ�Ž�‘�•�›�������� (z angl. 
Metotic Recombination 11 homolog 1) 

Mre11p ................................. �•�—�•�Ž�‡�ƒ�•�‘�˜�ž���’�‘�†�Œ�‡�†�•�‘�–�•�ƒ��k�‘�•�’�Ž�‡�š�—�����������‘�’�”�ƒ�˜�—�Œ�À�…�À���†�˜�‘�—�˜�Ž�ž�•�•�‘�˜�±��
zlomy DNA (z angl. Meiotic REcombination 11) 

MRN ....................................... �•�‘�•�’�Ž�‡�š���’�”�‘�–�‡�‹�•�õ���������s�s-RAD50-NBS1 
MRX  ...................................... komplex �’�”�‘�–�‡�‹�•�õ��Mre11-Rad50-Xrs2 
NBS1  ..................................... nibrin �â���•�‘�—�«�ž�•�–���•�‘�•�’�Ž�‡�š�—�������� 
NER  ....................................... �‘�’�”�ƒ�˜�ƒ���˜�›�•�–�â�‹���‡�•�À�•���•�—�•�Ž�‡�‘�–�‹�†�õ (z ang. Nucleotide excision repair) 
NHEJ  ..................................... oprava �•�‡�Š�‘�•�‘�Ž�‘�‰�•�Àm �•�’�‘�Œ�‘�˜�ž�•�Àm �˜�‘�Ž�•�ý�…�Š���•�‘�•�…�õ�������� (z angl. 

Non-Homologous end joining) 
NRF1  .................................... �Œ�ƒ�†�‡�”�•�ý���”�‡�•�’�‹�”�ƒ�«�•�À���ˆ�ƒ�•�–�‘�”���s�â���•�‘�—�«�ž�•�–���•�‘�•�’�Ž�‡�š�—�������� (angl. Nuclear 

respiratory factor 1) 
O6-meG  ............................... O6-metylguanin 
OCT-1  ................................... �–�”�ƒ�•�•�•�”�‹�’�«�•�À���ˆ�ƒ�•�–�‘�” 1 z �”�‘�†�‹�•�›���’�”�‘�–�‡�‹�•�õ���������â���ƒ�Ž�–�‡�”�•�ƒ�–�‹�˜�•�³���œ�•�ƒ�«�‡�•��

POU2F1 (z angl. Octamer-binding protein 1) 
PARP  .................................... poly-(ADP-ribosa) polymerasa 
PCNA ..................................... �•�˜�‘�”�•�‘�˜�ý���’�”�‘�–�‡�‹�•�����������’�‘�Ž�›�•�‡�”�ƒ�•�›���A��(z angl. Proliferating Cell 

Nuclear Antigen) 
Pds1p  ................................... sekurin (z angl. Precocious Dissociation of Sisters 1) 
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Pgk1p ................................... �ˆ�‘�•�ˆ�‘�‰�Ž�›�…�‡�”�ž�–���•�‹�•�ƒ�•�ƒ 1 (z angl. 3-PhosphoGlycerate Kinase) 
Rad4p  .................................. protein Rad4 �ï�«�ƒ�•�–�•�À�…�À���•�‡����������(z angl. Radiation sensitive 4) 
Rad23p  ............................... protein Rad23 �ï�«�ƒ�•�–�•�À�…�À���•�‡���‘�’�”�ƒ�˜�›�����������ƒ���’�”�‘�–�‡�ƒ�•�‘�•�ž�Ž�•�À��

�†�‡�‰�”�ƒ�†�ƒ�…�‡���’�”�‘�–�‡�‹�•�õ��(z angl. Radiation sensitive 23) 
RAD50 .................................. �•�ƒ�˜�«�À���Š�‘�•�‘�Ž�‘�‰�����ƒ�†�w�rp�â���•�‘�—�«�ž�•�–���•�‘�•�’�Ž�‡�š�—�������� �‘�’�”�ƒ�˜�—�Œ�À�…�À��

�†�˜�‘�—�˜�Ž�ž�•�•�‘�˜�±���œ�Ž�‘�•�›�������� (z ang. Radiation sensitive 50 homolog) 
Rad50p ................................ protein �ï�«�ƒ�•�–�•�À�…�À���•�‡���‘�’�”�ƒ�˜�›���������â���•�‘�—�«�ž�•�–���•�‘�•�’�Ž�‡�š�—����������

�‘�’�”�ƒ�˜�—�Œ�À�…�À �†�˜�‘�—�˜�Ž�ž�•�•�‘�˜�±���œ�Ž�‘�•�›������������z ang. Radiation sensitive 50 
homolog) 

Rad52p ................................ protein �ï�«�ƒ�•�–�•�À�…�À���•�‡���‘�’�”�ƒ�˜�›�������� �’�‘�•�‘�…�À��������(z ang. Radiation 
sensitive 52) 

recA .......................................... �‰�‡�•���•�×�†�—�Œ�À�…�À���”�‡�•�‘�•�„�‹�•�ƒ�•u A (z angl. Recombinase A)  
recB ....................................... gen �•�×�†�—�Œ�À�…�À��rekombinasu B (z angl. Recombinase B)  
RNS ........................................ �”�‡�ƒ�•�–�‹�˜�•�À���ˆ�‘�”�•�›���†�—�•�À�•�—�����œ���ƒ�•�‰�Ž�ä����eactive nitrogen species) 
ROS ........................................ �”�‡�ƒ�•�–�‹�˜�•�À���ˆ�‘�”�•�›���•�›�•�Ž�À�•�— (z angl. Reactive oxygen species) 
RTF2 ..................................... �–�‡�”�•�‹�•�ƒ�«�•�À���ˆ�ƒ�•�–�‘�”��replikace 2 
RVP  ....................................... �†�‘�•�±�•�ƒ���’�‘�†�‘�„�•�ž���ƒ�•�’�ƒ�”�–�ž�–�‘�˜�ý�•���’�”�‘�–�‡�ƒ�•�ƒ�•���”�‡�–�”�‘�˜�‹�”�õ (z angl. 

Retroviral-like protease) 
SATB1 ................................... �’�”�‘�–�‡�‹�•���˜�ž�œ�ƒ�Œ�À�…�À���������â���–�”�ƒ�•�•�•�”�‹�’�«�•�À���ˆ�ƒ�•�–�‘�”�â���ï�«�ƒ�•�–�•�À���•�‡ organizace 

struktury chromatinu (z angl. Special AT-rich sequence-binding 
protein-1) 

SCF ......................................... E3 ubikvitin-protein �Ž�‹�‰�ƒ�•�‘�˜�ý���•�‘�•�’�Ž�‡�š���’�”�‘�–�‡�‹�•�õ�����•�’�s-Cul1-F-box 
SHP ........................................ SHP box 
SIM1, SIM2  ........................ motivy �‹�•�–�‡�”�ƒ�‰�—�Œ�À�…�À���• proteiny SUMO 
SPRTN  ................................. �•�ƒ�˜�«�À��ortholog Wss1p (z angl. SprT-Like Domain-Containing 

Protein Spartan) 
Spo11  .................................. protein �ï�«�ƒ�•�–�•�À�…�À���•�‡ �–�˜�‘�”�„�›���†�˜�‘�—�˜�Ž�ž�•�•�‘�˜�ý�…�Š���œ�Ž�‘�•�õ�����������„�³�Š�‡�• 

�•�‡�‹�‘�–�‹�…�•�±���”�‡�•�‘�•�„�‹�•�ƒ�…�‡ (z angl. Sporulation) 
Stch  ....................................... �«�Ž�‡�•���”�‘�†�‹�•�›���’�”�‘�–�‡�‹�•�õ��Hsp70  
SUMO  ................................... m�ƒ�Ž�ý���•�‘�†�‹�ˆ�‹�•�ƒ�«�•�À���’�”�‘�–�‡�‹�• �’�‘�†�‘�„�•�ý���—�„�‹�•�˜�‹�–�‹�•�— 
TDP1 ..................................... Tyrosil DNA-fosfodiesterasa 1 a 2�â���•�ƒ�˜�«�À���Š�‘�•�‘�Ž�‘�‰y Tdp1p 
Tdp1p ................................... Tyrosil DNA-fosfodiesterasa 1 
TOP1 ..................................... Topoisomerasa 1�á���•�ƒ�˜�«�À���Š�‘�•�‘�Ž�‘�‰�›��Top1p 
TOP2  .................................... Topoisomerasa 2�â���•�ƒ�˜�«�À���Š�‘�•�‘�Ž�‘�‰��Top2p 
UBA ....................................... �†�‘�•�±�•�ƒ���ƒ�•�‘�…�‹�‘�˜�ƒ�•�ž��s ubikvitinem  
UBL ........................................ �†�‘�•�±�•�ƒ �’�‘�†�‘�„�•�ž���—�„�‹�•�˜�‹�–�‹�•�—�� 
Ufo1  ...................................... F-box �”�‡�…�‡�’�–�‘�”�‘�˜�ý��protein; podjednotka komplexu SCF (z angl. 

UV-F-box-HO) 
VCP/p97 .............................. �•�ƒ�˜�«�À���Š�‘�•�‘�Ž�‘�‰��Cdc48p (z angl. Valosin-containing protein) 
VIM ........................................ �•�‘�–�‹�˜���‹�•�–�‡�”�ƒ�‰�—�Œ�À�…�À���• proteinem Cdc48 (VCP/p97) 
WLM ..................................... metalopeptidasov�ž dom�±na �…�Š�ƒ�”�ƒ�•�–�‡�”�‹�•�–�‹�…�•�ž���’�”�‘���’�”�‘�–�‡�‹�•�����•�•�s 
Wss1p .................................. �•�Ž�ƒ�„�ý���•�—�’�”�‡�•�‘�”��smt3 (z angl. Weak Suppresor of Smt3)  
XRCC1 ................................... protein �ï�«�ƒ�•�–�•�À�…�À���•�‡���‘�’�”�ƒ�˜�›���Œ�‡�†�•�‘�˜�Ž�ž�•�•�‘�˜�ý�…�Š���œ�Ž�‘�•�õ DNA (z angl. 

X-ray repair cross-complementing protein 1) 
8-oxo-dG ............................. 8-Hydroxy-2'-deoxyguanosin  



 

1 

1 �l VOD 

�������� �Œ�‡�� �•�Ž�À�«�‘�˜�‘�—�� �•�‘�—�«�ž�•�–�À�� �•�ƒ���†�±�� ���‹�˜�±�� �„�—�Ò�•�›�á�� �Œ�‡�Ž�‹�•�‘���� �Œ�‡�� �˜ �•�À�� �—�Ž�‘���‡�•�ƒ�� �–�ƒ�•�â�•�ƒ�� �˜�‡�æ�•�‡�”�ž��

�•�‡�œ�„�›�–�•�ž�� �‰�‡�•�‡�–�‹�…�•�ž�� �‹�•�ˆ�‘�”�•�ƒ�…�‡�ä�� ���–�”�—�•�–�—�”�ƒ�� �–�³�…�Š�–�‘�� �•�‘�Ž�‡�•�—�Ž�� �Œ�‡�� �ƒ�Ž�‡�� �•�‡�—�•�–�ž�Ž�‡�� �‘�Š�”�‘���‡�•�ƒ��

�’�õ�•�‘�„�‡�•�À�•�� �â�ƒ�†�›�� �ˆ�ƒ�•�–�‘�”�õ�� �œ�’�õ�•�‘�„�—�Œ�À�…�À �”�õ�œ�•�±�� �ˆ�‘�”�•�›�� �’�‘�æ�•�‘�œ�‡�•�À�� �������ä�� ���œ�•�‹�•�Ž�±�� �Ž�±�œ�‡�á�� �œ�˜�Ž�ž�æ�–�³��

�’�‘�•�—�†���•�‡�Œ�•�‘�—���ƒ�†�‡�•�˜�ž�–�•�³���‘�’�”�ƒ�˜�‡�•�›�á���•�‘�Š�‘�—���˜�±�•�–���• �’�‘�”�—�…�Š�ž�•���˜���„�—�•�³�«�•�±���ˆ�›�œ�‹�‘�Ž�‘�‰�‹�‹�á���•�—�–�ƒ�…�À�•��

a v �•�‘�•�‡�«�•�±�•���†�õ�•�Ž�‡�†�•�—���ƒ�����•�‡���•�•�”�–�‹���†�ƒ�•�±���„�—�Ò�•y.  

�
�‡�†�•�À�•�� �œ �–�³�…�Š�–�‘�� �’�‘�æ�•�‘�œ�‡�•�À�� �Œ�•�‘�—�� �•�‘�˜�ƒ�Ž�‡�•�–�•�³�� �œ�ƒ�…�Š�›�…�‡�•�±�� �’�”�‘�–�‡�‹�•�›�� �•�ƒ�� ��������

(zkr. DPC, z angl. DNA��protein �…�”�‘�•�•�Ž�‹�•�•�•���ä�� �������� �˜�œ�•�‹�•�ƒ�Œ�À�� �œ�ƒ�…�Š�›�…�‡�•�À�•�� ������-�’�”�‘�–�‡�‹�•�‘�˜�ý�…�Š��

�•�‡�œ�‹�’�”�‘�†�—�•�–�õ�� �‡�•�œ�›�•�ƒ�–�‹�…�•�ý�…�Š�� �”�‡�ƒ�•�…�À�� �˜�� �•�À�•�–�‡�…�Š�� �’�‘�æ�•�‘�œ�‡�•�±�� �������� �•�‡�„�‘�� �’�â�‹�� �’�õ�•�‘�„�‡�•�À��

�‡�•�œ�›�•�‘�˜�ý�…�Š�� �Œ�‡�†�õ�ä ���‘�—�«�ƒ�•�•�³�� �������� �˜�œ�•�‹�•�ƒ�Œ�À�� �‹�� �˜�� �†�õ�•�Ž�‡�†�•�—�� �’�õ�•�‘�„�‡�•�À�� �‹�‘�•�‹�œ�—�Œ�À�…�À�Š�‘, UV a IR 

�œ�ž�â�‡�•�À�á�� �������� �ƒ�� �������� �‹�� �•�³�•�–�‡�”�ý�…�Š�� �ƒ�Ž�†�‡�Š�›�†�õ�á�� �•�–�‡�”�±�� �…�Š�‡�•�‹�…�•�ý�•�‹�� �”�‡�ƒ�•�…�‡�•�‹�� �˜�›�˜�‘�Ž�ž�˜�ƒ�Œ�À�� �˜�ƒ�œ�„�—��

�’�”�‘�–�‡�‹�•�õ���•�ƒ�…�Š�ž�œ�‡�Œ�À�…�À�…�Š���•�‡���˜ �–�³�•�•�±���„�Ž�À�œ�•�‘�•�–�‹���•�ƒ�������� (Klages-mundt & Li 2017). ���â�À�–�‘�•�•�‘�•�–��

���������•�‹�Ž�•�³���‘�˜�Ž�‹�˜�Ò�—�Œ�‡���•�‡�–�ƒ�„�‘�Ž�‹�•�•�—�•���������á���œ�‡�Œ�•�±�•�ƒ���„�”�ž�•�À���’�‘�•�–�—�’�—���•�Ž�À�«�‘�˜�ý�…�Š���’�”�‘�–�‡�‹�•�õ���„�³�Š�‡�•��

replikace �ƒ�� �–�”�ƒ�•�•�•�”�‹�’�…�‡�á�� �…�‘���� �†�ž�Ž�‡�� �˜�‡�†�‡�� �• �–�˜�‘�”�„�³ �•�—�–�ƒ�…�À�á�� �œ�Ž�‘�•�õ�� �˜�Ž�ž�•�‡�•�� �������� �ƒ�� �’�â�‡�•�–�ƒ�˜�„�ž�•��

genomu (Nakano et al. 2012, 2013, Stingele et al. 2014, Duxin et al. 2014). 

���—�•�ƒ�”�›�‘�–�‹�…�•�±�� �„�—�Ò�•�›�� �†�‹�•�’�‘�•�—�Œ�À�� �•�›�•�–�±�•�‡�•�� �•�³�•�‘�Ž�‹�•�ƒ�� �•�‡�…�Š�ƒ�•�‹�•�•�õ�á�� �•�–�‡�”�±�� �‘�’�”�ƒ�˜�—�Œ�À��

�˜�œ�•�‹�•�Ž�±�� �������á�� �’�‘�’�â�À�’�ƒ�†�³�� �œ�ƒ�Œ�‹�æ�ë�—�Œ�À�� �–�‘�Ž�‡�”�ƒ�•�…�‹�� �Œ�‡�Œ�‹�…�Š�� �’�â�À�–�‘�•�•�‘�•�–�‹. ���•�–�‹�˜�‹�–�ƒ�� �–�³�…�Š�–�‘�� �•�‡�…�Š�ƒ�•�‹�•�•�õ��

�Œ�‡�� �’�ƒ�•�� �ï�œ�…�‡�� �•�’�‘�Œ�‡�•�ƒ�� �• �”�‡�‰�—�Ž�ƒ�…�À�� �„�—�•�³�«�•�±�Š�‘�� �…�›�•�Ž�— (Ide et al. 2018). Mezi tyto mechanismy 

�’�â�‹�„�›�Ž�ƒ�� �•�‡�†�ž�˜�•�‘�� �‘�„�Œ�‡�˜�‡�•�ž�� �’�”�‘�–�‡�‘�Ž�›�–�‹�…�•�ž�� �‘�’�”�ƒ�˜�ƒ�� �������� �’�‘�•�‘�…�À�� �’�”�‘�–�‡�ƒ�•�á��kdy �†�‘�…�Š�ž�œ�À ke 

�æ�–�³�’�‡�•�À�� �’�”�‘�–�‡�‹�•�‘�˜�±�� �«�ž�•�–�‹�� �������ä�� �
�‡�†�•�À�•�� �œ�‡�� �†�˜�‘�—�� �†�‘�’�‘�•�—�†�� �œ�•�ž�•�ý�…�Š�� �œ�ž�•�–�—�’�…�õ�� �–�±�–�‘�� �†�”�ž�Š�›�� �Œ�‡��

�•�˜�ƒ�•�‹�•�•�‘�˜�ž���•�‡�–�ƒ�Ž�‘�’�”�‘�–�‡�ƒ�•�ƒ�����•�•�s�á���Œ�‡�Œ�À�����’�”�‘�–�‡�‘�Ž�›�–�‹�…�•�ž���ƒ�•�–�‹�˜�‹�–�ƒ���Œ�‡���ƒ�•�–�‹�˜�‘�˜�ž�•�ƒ���˜�ƒ�œ�„�‘�—���������á���ƒ��

�•�–�‡�”�ž�� �†�ž�Ž�‡�� �‹�•�–�‡�”�ƒ�‰�—�Œ�‡�� �•�‡��segregasou Cdc48p a SUMO proteiny Smt3 (Stingele et al. 2014, 

Balakirev et al. 2015).  

���ƒ�Ž�æ�À���’�”�‘�–�‡�ƒ�•�‘�—�á���—���•�À�����„�›�Ž�‘���•�‘�˜�³���‘�„�Œ�‡�˜�‡�•�‘�á�����‡���•�‡���–�ƒ�•�±���ï�«�ƒ�•�–�•�À���„�—�•�³�«�•�±���‘�†�’�‘�˜�³�†�‹���•�ƒ��

�”�‡�’�Ž�‹�•�ƒ�«�•�À�� �•�–�”�‡�•�á�� �Œ�‡�� �ƒ�•�’�ƒ�”�–�ž�–�‘�˜�ž�� �’�”�‘�–�‡�ƒ�•�ƒ�� ���†�‹�s�� ��Kottemann et al. 2017; Svoboda et al. 

2019). Exprese DDI1 �Œ�‡�� �‹�•�†�—�•�‘�˜�ž�•�ƒ�� �’�â�‹�� �’�‘�æ�•�‘�œ�‡�•�À�� ��������(Zhu & Xiao 1998)�á�� �’�â�‹�«�‡�•����

�•�‘�•�•�”�±�–�•�³�� �•�˜�ƒ�•�‹�•�•�‘�˜�ý�� ���†�‹�s �•�‡�� �ï�«�ƒ�•�–�•�À�� �•�³�•�‘�Ž�‹�•�ƒ �’�”�‘�…�‡�•�õ�� �Œ�ƒ�•�‘�� �Œ�‡�� �—�„�‹�•�˜�‹�–�‹�•-�’�”�‘�–�‡�ƒ�•�‘�•�ž�Ž�•�À��

�†�‡�‰�”�ƒ�†�ƒ�…�‡�á���”�‡�‰�—�Ž�ƒ�…�‡���„�—�•�³�«�•�±�Š�‘���…�›�•�Ž�—�á���˜�ý�•�³�•�›���’�ž�”�‘�˜�ƒ�…�À�…�Š���ƒ�Ž�‡�Ž���«�‹���”�‡�‰�—�Ž�ƒ�…�‡���‡�š�‘�…�›�–osy skrze 

vy�˜�ƒ�œ�‘�˜�ž�•�À�� ������������ �’�”�‘�–�‡�‹�•�õ��(Clarke et al. 2001, Saeki et al. 2002, Marash & Gerst 2003, 

Kaplun et al. 2005, ���À�ƒ�œ-���ƒ�”�–�À�•�‡�œ��et al. 2006, Gabriely et al. 2008). Protein Ddi1 �•�ž �˜�‡���•�˜�±��

�•�–�”�—�•�–�—�â�‡�� �†�‘�•�±�•�—�� �’�‘�†�‘�„�•�‘�—�� �ƒ�•�’�ƒ�”�–�ž�–�‘�˜�ým proteasam retro�˜�‹�”�õ�á�� �†�‡�–�ƒ�‹�Ž�•�À�� �•�‡�…�Š�ƒ�•�‹�•�•us 

�Œ�‡�Œ�À��proteolytick �± aktivity �˜�æ�ƒ�•�� �•�‡�„�›�Ž�� �†�‘�’�‘�•�—�†�� �œ�…�‡�Ž�ƒ�� �‘�„�Œ�ƒ�•�•�³�• (Trempe et al. 2016). 

Z �•�³�•�‘�Ž�‹�•�ƒ�� �•�‡�†�ž�˜�•�ý�…�Š�� �•�–�—�†�‹�À�� �Œ�‡�� �˜�æ�ƒ�•�� �œ�â�‡�Œ�•�±�á�� ���‡�� �’�”�‘�–�‡�‘�Ž�›�–�‹�…�•�ž�� �ƒ�•�–�‹�˜�‹�–�ƒ�� �Œ�‡�� �œ�…�‡�Ž�ƒ�� �œ�ž�•�ƒ�†�•�À�� �Œ�ƒ�•��

�’�â�‹�� �������� �‘�’�”�ƒ�˜�•�ý�…�Š�� �’�”�‘�…�‡�•�‡�…�Š�� �����˜�‘�„�‘�†�ƒ��et al. 2019; Serbyn et al. �t�r�s�{���á�� �–�ƒ�•�� �’�â�‹��

�’�”�‘�–�‡�‘�Ž�›�–�‹�…�•�±�•�� �æ�–�³�’�‡�•�À�� �ƒ�� �ƒ�•�–�‹�˜�ƒ�…�‹�� �–�”�ƒ�•�•�•�”�‹�’�«�•�À�Š�‘�� �ˆ�ƒ�•�–�‘�”�—�� �����	�s�á�� �•�–�‡�”�ý�� �”�‡�‰�—�Ž�—�Œ�‡�� �•�ƒ�’�â�À�•�Ž�ƒ�†��
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�•�›�•�–�±�œ�—�� �’�”�‘�–�‡�ƒ�•�‘�•�ž�Ž�•�À�…�Š�� �’�‘�†�Œ�‡�†�•�‘�–�‡�•��(Koizumi et al. 2016) �ƒ�� �����	�u�á�� �•�–�‡�”�ý�� �Œ�‡�� �œ�ž�•�ƒ�†�•�À��

v �”�‡�‰�—�Ž�ƒ�…�‹���„�—�•�³�«�•�±���’�”�‘�Ž�‹�ˆ�‡�”�ƒ�…�‡�������Š�‘�™�†�Š�—�”�›��et al. 2017). 

���â�‹���œ�‡�˜�”�—�„�•�±���‰�‡�•�‡�–�‹�…�•�±���ƒ�•�ƒ�Ž�ý�œ�‡���•�‡�Ž�‡�–�ž�Ž�•�À�…�Š���•�˜�ƒ�•�‹�•�•�‘�˜�ý�…�Š���•�—�–�ƒ�…�À���„�›�Ž�‘���‘�„�Œ�‡�˜�‡�•�‘�á�����‡��

�•�‘�—�«�ƒ�•�•�ž���†�‡�Ž�‡�…�‡ WSS1 a DDI1 �œ�’�õ�•�‘�„uje �˜�ý�”�ƒ�œ�•�±���•�•�À���‡�•�À�����‹�˜�‘�–�ƒ�•�…�Š�‘�’�•�‘�•�–�‹ (Costanzo et al. 

2016). ���‡�•�–�‘�� �’�‘�œ�‘�”�‘�˜�ƒ�•�ý�� �ˆ�‡�•�‘�–�›�’��se �•�ƒ�˜�À�…�� �˜�ý�”�ƒ�œ�•�³�� �œ�‡�•�‹�Ž�—�Œ�‡�� �’�â�‹�� �’�õ�•�‘�„�‡�•�À��

�Š�›�†�”�‘�š�›�•�‘�«�‘�˜�‹�•�›�á���•�–�‡�”�ž���•�•�”�œ�‡���‹�•�Š�‹�„�‹�…�‹���•�›�•�–�±�œ�›���†���������œ�ƒ�•�–�ƒ�˜�—�Œ�‡���”�‡�’�Ž�‹�•�ƒ�«�•�À���ƒ�’�ƒ�”�ž�–�������˜�‘�„�‘�†�ƒ��

et al. 2019; Serbyn et al. �t�r�s�{���ä�����‘�œ�‘�”�‘�˜�ƒ�•�‘�—���’�â�‡�…�‹�–�Ž�‹�˜�³�Ž�‘�•�–���•�ƒ���������Ž�œ�‡���œ�˜�”�ž�–�‹�–���•�ƒ�†�’�”�‘�†�—�•�…�À��

���†�‹�s�’�á�� �ƒ�˜�æ�ƒ�•�� �Œ�‡�Š�‘�� �ƒ�•�–�‹�˜�‹�–�ƒ�� �Œ�‡�� �œ�ž�˜�‹�•�Ž�ž�� �•�ƒ�� �ˆ�—�•�•�…�‹�� �•�ƒ�–�ƒ�Ž�›�–�‹�…�•�±�Š�‘�� �•�À�•�–�ƒ�� �ƒ�� �’�â�À�–�‘�•�•�‘�•�–�‹�� �†�‘�•�±�•�›��

�������á���‘���•�À�����•�‡���’�â�‡�†�’�‘�•�Ž�ž�†�ž�á�����‡���œ�ƒ�Œ�‹�æ�ë�—�Œ�‡���˜�ƒ�œ�„�—���•�ƒ���������������˜�‘�„�‘�†�ƒ��et al. 2019).  

���À�Ž�‡�•���–�±�–�‘���†�‹�’�Ž�‘�•�‘�˜�±���’�”�ž�…�‡���„�›�Ž�‘���‘�„�Œ�ƒ�•�•�‹�–�á���œ�†�ƒ���Ž�œ�‡���–�‡�•�–�‘���ˆ�‡�•�‘�–�›�’���•�‘�•�’�Ž�‡�•�‡�•�–�‘�˜�ƒ�–���‹��

�•�ƒ�†�’�”�‘�†�—�•�…�À�� ���•�•�s�’�ä�� ���ƒ�Ž�æ�À�� �ï�Ž�‘�Š�‘�—�� �„�›�Ž�‘�� �œ�Œ�‹�•�–�‹�–�á�� �•�–�‡�”�±�� �†�‘�•�±�•�›�� ���•�•�sp jsou pro jeho funkci 

v �‘�†�’�‘�˜�³�†�‹���•�ƒ���”�‡�’�Ž�‹�•�ƒ�«�•�À���•�–�”�‡�•���˜�›�˜�‘�Ž�ƒ�•�ý���Š�›�†�”�‘�š�›�•�‘�«�‘�˜�‹�•�‘�— �œ�ƒ���†�ƒ�•�ý�…�Š���’�‘�†�•�À�•�‡�•���†�õ�Ž�‡���‹�–�±�ä  
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2 C�A���������������� 

���À�Ž�‡�•�� �–�±�–�‘�� �’�”�ž�…�‡��bylo �’�‘�•�‘�…�À�� �•�‘�Ž�‡�•�—�Ž�ž�”�•�³�� �„�‹�‘�Ž�‘�‰�‹�…�•�ý�…�Š�� �ƒ�� �•�‹�•�”�‘�„�‹�‘�Ž�‘�‰�‹�…�•�ý�…�Š��

metod objasnit roli �•�˜�ƒ�•�‹�•�•�‘�˜�±�� �’�”�‘�–�‡�ƒ�•�› Wss1 v DNA �‘�’�”�ƒ�˜�•�ý�…�Š�� �’�”�‘�…�‡�•�‡�…�Š �„�³�Š�‡�•��

�’�õ�•�‘�„�‡�•�À���‰�‡�•�‘�–�‘�š�‹�…�•�± �Š�›�†�”�‘�š�›�•�‘�«�‘�˜�‹�•�› (HU) u kvasinek Saccharomyces cerevisiae. 

 

���‘�•�•�”�±�–�•�À���…�À�Ž�‡�ã 

�x ���â�À�’�”�ƒ�˜�ƒ���’�Ž�ƒ�•�•�‹�†�‘�˜�ý�…�Š���•�‘�•�•�–�”�—�•�–�õ���•�‡�•�‘�—�…�À���‰�‡�•��WSS1, �•�‡�„�‘���Œ�‡�Š�‘���—�’�”�ƒ�˜�‡�•�±��

varianty s �”�õ�œ�•�ý�•�‹���•�‘�•�„�‹�•�ƒ�…�‡�•�‹���‹�•�ƒ�•�–�‹�˜�‘�˜�ƒ�•�ý�…�Š���«�‹���†�‡�Ž�‡�–�‘�˜�ƒ�•�ý�…�Š���‹�•�–�‡�”�ƒ�•�«�•�À�…�Š��

�†�‘�•�±�• a katalyticky �ƒ�•�–�‹�˜�•�À�Š�‘���•�À�•�–�ƒ�ä 

�x Transformace �˜�›�„�”�ƒ�•�ý�…�Š �•�—�–�ƒ�•�–�•�À�…�Š���•�•�‡�•�õ��kvasinek Saccharomyces cerevisiae a 

�‘�˜�³�â�‡�•�À���‡�š�’�”�‡�•�‡ �˜�Ž�‘���‡�•�ý�…�Š���‰�‡�•�õ. 

�x ���˜�³�â�‡�•�À���”�‘�Ž�‡���’�”�‘�–�‡�ƒ�•�› Wss1 v �„�—�•�³�«�•�±���‘�†�’�‘�˜�³�†�‹���•�ƒ���’�õ�•�‘�„�‡�•�À��genotoxick�±��

�Š�›�†�”�‘�š�›�•�‘�«�‘�˜�‹�•�› �’�‘�•�‘�…�À���„�‘�†�‘�˜�±�Š�‘���–�‡�•�–�—. 

�x A�•�ƒ�Ž�ý�œ�ƒ��vlivu �Œ�‡�†�•�‘�–�Ž�‹�˜�ý�…�Š���†�‘�•�±�•���ƒ���ƒ�•�–�‹�˜�•�À�Š�‘���•�À�•�–�ƒ na funkci Wss1p. 
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3 L���������������A�����a����������  

3.1 STRUKTURA A FUNKCE DNA 

���‡�‘�š�›�”�‹�„�‘�•�—�•�Ž�‡�‘�˜�ž�� �•�›�•�‡�Ž�‹�•�ƒ�� ���‘�„�‡�…�•�³�� �œ�•�ž�•�ž�� �Œ�ƒ�•�‘�� �������á�� �œ angl. deoxyribonucleic 

�ƒ�…�‹�†���� �Œ�‡�� �•�‘�•�‹�–�‡�Ž�•�‘�—�� �‰�‡�•�‡�–�‹�…�•�±�� �‹�•�ˆ�‘�”�•�ƒ�…�‡�� �˜�‡�� �˜�æ�‡�…�Š�� ���‹�˜�ý�…�Š�� �‘�”�‰�ƒ�•�‹�•�•�‡�…�Š�ä�� ���–�”�—�•�–�—�”�—�� �������� �Ž�œ�‡��

�‘�„�‡�…�•�³�� �…�Š�ƒ�”�ƒ�•�–�‡�”�‹�œ�‘�˜�ƒ�–�� �Œ�ƒ�•�‘�� �’�‘�Ž�›�•�‡�”�� �œ�ž�•�Ž�ƒ�†�•�À�…�Š�� �•�–�ƒ�˜�‡�„�•�À�…�Š�� �Œ�‡�†�•�‘�–�‡�•�� �� �•�—�•�Ž�‡�‘�–�‹�†�õ�á�� �•�–�‡�”�±��

�Œ�•�‘�—�� �†�ž�Ž�‡�� �–�˜�‘�â�‡�•�›�� �–�â�‡�•�‹�� �•�Ž�‘���•�ƒ�•�‹�ã�� ���s���� �…�—�•�”�‡�•�� �†�‡�‘�š�›�”�‹�„�×�œ�‘�—�á�� ���t���� �œ�„�›�–�•�‡�•�� �•�›�•�‡�Ž�‹�•�›��

�ˆ�‘�•�ˆ�‘�”�‡�«�•�±�� �ƒ�� ���u���� �†�—�•�À�•�ƒ�–�‘�—�� �„�ž�œ�À�ä�� �
�‡�†�•�‘�–�Ž�‹�˜�±�� �†�‡�‘�š�›�”�‹�„�×�œ�›�� �Œ�•�‘�—�� �•�’�‘�Œ�‡�•�›�� �†�‘�� �â�‡�–�³�œ�…�‡�� �–�œ�˜�ä��

�ˆ�‘�•�ˆ�ž�–�‘�˜�ý�•�� �•�õ�•�–�•�‡�•�á��kt�‡�”�ý�� �•�’�‘�Œ�—�Œ�‡�� �–�â�‡�–�À�� �—�Š�Ž�À�•�� �Œ�‡�†�•�±�� �†�‡�‘�š�›�”�‹�„�×�œ�›�� �• �’�ž�–�ý�•�� �—�Š�Ž�À�•�‡�•��

�•�ž�•�Ž�‡�†�—�Œ�À�…�À�� �†�‡�‘�š�‹�”�‹�„�‘�•�›�ä�� ���À�•�� �˜�œ�•�‹�•�ž�� �–�›�’�‹�…�•�ž�� �÷�…�—�•�”-�ˆ�‘�•�ˆ�ž�–�‘�˜�ž�� �•�‘�•�–�”�ƒ�ò�� ���•�ƒ�� �‘�„�”�ä�� �s�ä�� �˜�›�œ�•�ƒ�«�‡�•�ž��

�æ�‡�†�³���á�� �•�–�‡�”�ž�� �Œ�‡�� �œ�� �Œ�‡�†�•�±�� �•�–�”�ƒ�•�›�� �œ�ƒ�•�‘�•�«�‡�•�ž�� �Š�›�†�”�‘�š�›�Ž�‘�˜�‘�—�� �•�•�—�’�‹�•�‘�—�� �…�—�•�”�—�� ���u�5�� �•�‘�•�‡�…���� �ƒ�� �œ�‡��

�•�–�”�ƒ�•�›�� �†�”�—�Š�±�� �ˆ�‘�•�ˆ�ž�–�‘�˜�‘�— �•�•�—�’�‹�•�‘�—�� ���w�5�� �•�‘�•�‡�…���ä�� ���ƒ�� �’�”�˜�•�À�� �—�Š�Ž�À�•�� �•�ƒ���†�±�� �†�‡�‘�š�›�”�‹�„�×�œ�›�� �Œ�‡�� �’�ƒ�•��

�’�‘�•�‘�…�À�� ��-�‰�Ž�›�•�‘�•�‹�†�‹�…�•�±�� �˜�ƒ�œ�„�›�� �•�ƒ�˜�ž�œ�ž�•�ƒ�� �Œ�‡�†�•�ƒ�� �œ�‡�� �«�–�›�â�� �†�—�•�À�•�ƒ�–�ý�…�Š�� �Š�‡�–�‡�”�‘�…�›�•�Ž�‹�…�•�ý�…�Š�� �„�ž�œ�À�� �� 

adenin (A), guanin (G), cytosin (C) nebo thymin (T) ���•�ƒ�� �‘�„�”�ä�� �s�ä�� �˜�›�œ�•�ƒ�«�‡�•�›�� �«�‡�”�˜�‡�•�³�á�� ���Ž�—�–�³�á��

�•�‘�†�â�‡�� �ƒ�� �œ�‡�Ž�‡�•�³��. ���˜�³�� �˜�Ž�ž�•�•�ƒ�� �������� �•�� �‘�’�ƒ�«�•�‘�—�� �‘�”�‹�‡�•�–�ƒ�…�À�� �•�˜�ý�…�Š�� �•�‘�•�…�õ�� ���u�5�\�w�5�� �ƒ�� �w�5�\�u�5���� �•�‡�� �•��

�•�‘�„�³�� �˜�ž���À�� �•�•�”�œ�‡�� �˜�‘�†�À�•�‘�˜�±�� �•�õ�•�–�•�›�� �•�‡�œ�‹�� �’�”�‘�–�‹�Ž�‡�Š�Ž�ý�•�‹�� �„�ž�œ�‡�•�‹�� �ƒ�� �˜�� �•�ƒ�’�”�‘�•�–�±�� �˜�³�–�æ�‹�•�³�� �’�â�À�’�ƒ�†�õ��

�–�˜�‘�â�À���…�Š�ƒ�”�ƒ�•�–�‡�”�‹�•�–�‹�…�•�‘�—���’�”�ƒ�˜�‘�–�‘�«�‹�˜�‘�—���†�˜�‘�—�æ�”�‘�—�„�‘�˜�‹�…�‹�ä�����‘�Ž�‡�•�—�Ž�›�����������Œ�•�‘�—���˜���„�—�Ò�…�‡���’�ƒ�•���†�ž�Ž�‡��

�‘�”�‰�ƒ�•�‹�œ�‘�˜�ž�•�›�� �†�‘�� �˜�›�æ�æ�À�…�Š�� �•�–�”�—�•�–�—�”�� �†�À�•�›�� �•�‘�‘�”�†�‹�•�‘�˜�ƒ�•�±�� �•�—�’�‡�”�•�’�‹�”�ƒ�Ž�‹�œ�ƒ�…�‹�� �ƒ�� �«�‡�–�•�ý�•�‹��

interakcemi s �’�”�‘�–�‡�‹�•�›�á���œ�‡�Œ�•�±�•�ƒ���•�‘�•�’�Ž�‡�š�›���Š�‹�•�–�‘�•�õ����viz obr. 1).  

���„�›�� �„�›�Ž�ƒ�� �—�•�‘���•�³�•�ƒ�� �†�‹�•�–�”�‹�„�—�…�‡�� �������� �†�‘�� �†�ƒ�Ž�æ�À�…�Š�� �‰�‡�•�‡�”�ƒ�…�À�á�� �†�‘�…�Š�ž�œ�À�� �’�â�‡�†�� �†�³�Ž�‡�•�À�•��

�„�—�Ò�•�›�� �•�‡�� �œ�†�˜�‘�Œ�‡�•�À�� �Œ�‡�Œ�À�� �‰�‡�•�‡�–�‹�…�•�±�� �‹�•�ˆ�‘�”�•�ƒ�…�‡�� �’�‘�•�‘�…�À�� �•�‡�•i-�•�‘�•�œ�‡�”�˜�ƒ�–�‹�˜�•�À�� �”�‡�’�Ž�‹�•�ƒ�…�‡�ä�� ���³�Š�‡�•��

�–�‘�Š�‘�–�‘�� �’�”�‘�…�‡�•�—�� �Œ�•�‘�—�� �†�˜�‘�—�æ�”�‘�—�„�‘�˜�‹�…�‡�� �������� �«�‹�•�•�‘�•�–�À�� �‡�•�œ�›�•�õ�� �–�‘�’�‘�‹�•�‘�•�‡�”�ƒ�•�� �ƒ�� �Š�‡�Ž�‹�•�ƒ�•��

�”�‘�œ�’�Ž�‡�–�‡�•�›�� �•�ƒ�� �Œ�‡�†�•�‘�–�Ž�‹�˜�ž�� �˜�Ž�ž�•�•�ƒ�á�� �•�–�‡�”�ž�� �’�ƒ�•�� �•�Ž�‘�—���À�� �Œ�ƒ�•�‘�� �’�â�‡�†�Ž�‘�Š�ƒ�� �’�”�‘�� �•�›�•�–�±�œ�—�� �•�‘�˜�±�Š�‘��

�’�ž�”�—�Œ�À�…�À�Š�‘�� �˜�Ž�ž�•�•�ƒ�� �’�‘�•�‘�…�À�� �������� �’�‘�Ž�›�•�‡�”�ƒ�•�ä�� ���� �Œ�‡�†�•�±�� �†�˜�‘�—�æ�”�‘�—�„�‘�˜�‹�…�‡ �������� �–�ƒ�•�� �˜�œ�•�‹�•�ƒ�Œ�À�� �†�˜�³�á��

�•�–�‡�”�±���Œ�•�‘�—���–�˜�‘�â�‡�•�›���Œ�‡�†�•�À�•���’�õ�˜�‘�†�•�À�•���˜�Ž�ž�•�•�‡�•���ƒ���Œ�‡�†�•�À�•���•�‘�˜�³���•�›�•�–�‡�–�‹�œ�‘�˜�ƒ�•�ý�•�ä 

�
�‡�•�‡�–�‹�…�•�ž�� �‹�•�ˆ�‘�”�•�ƒ�…�‡�� �Œ�‡�� �‘�„�•�ƒ���‡�•�ž�� �˜ �•�ƒ�•�‘�–�•�±�� �•�‡�•�˜�‡�•�…�‹ �������� �ƒ�� �•�Ž�‘�—���À�� �Œ�ƒ�•�‘�� �‹�•�•�–�”�—�•�…�‡��

�’�”�‘���–�˜�‘�”�„�—���„�—�•�³�«�•�ý�…�Š���„�À�Ž�•�‘�˜�‹�•�ä���,�–�‡�…�À���•�‡�…�Š�ƒ�•�‹�•�•�—�•�á���Œ�‡�•�����Œ�‡���œ�‘�†�’�‘�˜�³�†�•�ý���œ�ƒ���–�˜�‘�”�„�—���•�‘�˜�ý�…�Š��

�’�”�‘�–�‡�‹�•�õ�á���”�‘�œ�’�‘�œ�•�ž�˜�ž���–�œ�˜�ä���•�‘�†�‘�•�›�á���–�‡�†�›���–�”�‘�Œ�‹�…�‡���’�‘���•�‘�„�³���Œ�†�‘�—�…�À�…�Š���†�—�•�À�•�ƒ�–�ý�…�Š���„�ž�œ�À�ä�����ƒ���†�±�•�—��

�•�‘�†�‘�•�—�� �‘�†�’�‘�˜�À�†�ž�� �—�”�«�‹�–�ž�� �ƒ�•�‹�•�‘�•�›�•�‡�Ž�‹�•�ƒ�á�� �•�–�‡�”�ž�� �Œ�‡�� �’�‘�•�Ž�±�œ�‡�� �•�’�‡�…�‹�ˆ�‹�…�•�›�� �’�â�‹�â�ƒ�œ�‡�•�ƒ�� �†�‘�� �•�‘�˜�³��

�˜�œ�•�‹�•�ƒ�Œ�À�…�À�Š�‘�� �’�‡�’�–�‹�†�‘�˜�±�Š�‘�� �â�‡�–�³�œ�…�‡�ä�� ���œ�Š�Ž�‡�†�‡�•�� �• �–�‘�•�—�á�� ���‡�� �Œ�‡�� �˜ �������� �œ�ƒ�œ�•�ƒ�•�‡�•�ž�•�ƒ�� �•�‡�•vence 

�˜�æ�‡�…�Š���„�À�Ž�•�‘�˜�‹�•�á�� �•�–�‡�”�±���†�ž�Ž�‡���’�‘�†�•�‹�Ò�—�Œ�À���˜�œ�•�‹�•�� �‘�•�–�ƒ�–�•�À�…�Š���„�‹�‘�•�‘�Ž�‡�•�—�Ž���ƒ�� �„�—�•�³�«�•�ý�…�Š���•�–�”�—�•�–�—�”�á�� �Œ�‡��

�’�”�‘�����‹�˜�‘�—���„�—�Ò�•�—���œ�…�‡�Ž�ƒ���œ�ž�•�ƒ�†�•�À���—�•�³�–���‰�‡�•�‡�–�‹�…�•�‘�—���‹�•�ˆ�‘�”�•�ƒ�…�‹���•�’�”�ž�˜�•�³���•�•�Ž�ƒ�†�‘�˜�ƒ�–�á���”�‡�’�Ž�‹�•�‘�˜�ƒ�–���ƒ��

�†�ž�Ž�‡���’�â�‡�•�ž�æ�‡�–�ä�� 

 
 





 

6 

v �‘�„�‘�—�� �â�‡�–�³�œ�…�À�…�Š�á�� �•�‡�•�õ���‡�� �„�ý�–�� �”�‘�œ�’�‘�œ�•�ž�•�ƒ�� �ƒ�� �•�ž�•�Ž�‡�†�•�³�� �‘�’�”�ƒ�˜�‡�•�ƒ�� �’�â�À�•�Ž�—�æ�•�ý�•�‹�� �‡�•�œ�›�•�›�ä�� ���â�‹��

replikaci jsou pak tyto chyb�›�� �’�â�‡�•�‡�•�‡�•�›�� �†�‘�� �•�‘�˜�±�Š�‘�� �â�‡�–�³�œ�…�‡�� �ƒ�� �„�³�Š�‡�•�� �„�—�•�³�«�•�±�Š�‘�� �†�³�Ž�‡�•�À��

�’�â�‡�†�ž�•�›���†�‘���•�ž�•�Ž�‡�†�—�Œ�À�…�À���‰�‡�•�‡�”�ƒ�…�‡���„�—�•�³�•��(Shibutani et al. 1991). 

���œ�•�‹�•�Ž�±�� �•�—�–�ƒ�…�‡�� �•�‘�Š�‘�—�� �œ�•�³�•�‹�–�� �ˆ�—�•�•�…�‹�� �’�”�‘�–�‡�‹�•�—�� �•�‡�„�‘�� �”�‡�‰�—�Ž�ƒ�…�‹�� �‰�‡�•�‘�˜�±�� �‡�š�’�”�‡�•�‡�� ���‡��

Freitas & ���‡�� ���ƒ�‰�ƒ�Ž�Š� �‡�•�� �t�r�s�s���ä�� ���³�–�æ�‹�•�ƒ�� �•�—�–�ƒ�…�À�á�� �•�–�‡�”�±�� �•�‡�•�ƒ�Œ�À�� �•�‡�—�–�”�ž�Ž�•�À�� �˜�Ž�‹�˜�á�� �Œ�‡�� �’�”�‘�� �„�—�Ò�•�›��

�æ�•�‘�†�Ž�‹�˜�ž�� �ƒ�� �œ�’�õ�•�‘�„�—�Œ�‡�� �˜ �”�‡�’�Ž�‹�•�—�Œ�À�…�À�� �•�‡�� �’�‘�’�—�Ž�ƒ�…�‹�� �’�‘�•�–�—�’�•�‘�—�� �œ�–�”�ž�–�—�� �–�ƒ�•�–�‘�� �•�—�–�ƒ�•�–�•�À�…�Š�� �„�—�•�³�•�ä��

���ƒ�•�–�ž�˜�ž�� �ƒ�Ž�‡�� �‹�� �•�±�•�³�� �«�ƒ�•�–�ž�� �•�‹�–�—�ƒ�…�‡�á�� �•�†�›�� �•�—�–�ƒ�…�‡�� �˜�� �•�”�‹�–�‹�…�•�ý�…�Š�� �‰�‡�•�‡�…�Š�� �‹�•�Š�‹�„�—�Œ�À�� �†�õ�Ž�‡���‹�–�±��

�”�‡�‰�—�Ž�ƒ�«�•�À���ˆ�—�•�•�…�‡�á���…�‘�����’�‘�•�•�›�–�—�Œ�‡���’�â�À�•�Ž�—�æ�•�±���•�—�–�ƒ�•�–�•�À���„�—�Ò�…�‡���•�‡�Ž�‡�•�«�•�À���˜�ý�Š�‘�†�—�á���ƒ�˜�æ�ƒ�•���•�‘�—�«�ƒ�•�•�³��

�œ�•�ƒ�«�•�³���œ�˜�›�æ�—�Œ�‡���’�”�ƒ�˜�†�³�’�‘�†�‘�„�•�‘�•�–���˜�œ�•�‹�•�—���•�ž�†�‘�”�õ����Bernstein et al. 2008) (viz obr. 2). 

 

Obr. 2. | ���‘�æ�•�‘�œ�‡�•�À�����������˜���«�ƒ�•�–�‘���•�‡���†�³�Ž�À�…�À�…�Š���„�—�Ò�•�ž�…�Š���œ�’�õ�•�‘�„�—�Œ�‡���˜�œ�•�‹�•���•�—�–�ƒ�…�À�á���Œ�‡����
�˜�‡�†�‘�—�� �•�‡�� �˜�œ�•�‹�•�—�� �•�ž�†�‘�”�‘�˜�±�Š�‘�� �„�—�Œ�‡�•�À�ä�� ���’�”�‘�–�‹�� �–�‘�•�—�� �’�‘�æ�•�‘�œ�‡�•�À�� ��������
v �•�‡�”�‡�’�Ž�‹�•�—�Œ�À�…�À�…�Š�� �•�‡�„�‘�� �’�‘�•�ƒ�Ž�—�� �•�‡�� �†�³�Ž�À�…�À�…�Š�� �„�—�Ò�•�ž�…�Š�� �Œ�‡�� �’�”�ƒ�˜�†�³�’�‘�†�‘�„�•�³��
�˜�ý�œ�•�ƒ�•�•�‘�—���’�â�À�«�‹�•�‘�—���•�–�ž�”�•�—�–�À. Upraveno podle (Bernstein et al. 2013) 

3.1.1 ���›�’�›���’�‘�æ�•�‘�œ�‡�•�À���•�‘�Ž�‡�•�—�Ž�������� 

���š�‹�†�ƒ�…�‡���„�ž�œ�À 

���•�–�‡�”�ƒ�•�…�À�� �������� �•  �”�‡�ƒ�•�–�‹�˜�•�À�•�‹�� �ˆ�‘�”�•�ƒ�•�‹�� �•�›�•�Ž�À�•�—�� ���������á�� �œ ang. Reactive Oxygen 

���’�‡�…�‹�‡�•���� �ƒ�� �†�—�•�À�•�—��(Inoue & Kawanishi 1995)�á�� �‘�š�‹�†�ƒ�«�•�À�•�‹�� �«�‹�•�‹�†�Ž�›�á�� �ƒ�� �–�ƒ�•�±�� �˜ �†�õ�•�Ž�‡�†�•�—��

�•�‡�’�â�À�•�±�Š�‘�� �’�õ�•�‘�„�‡�•�À�� �‹�‘�•�‹�œ�—�Œ�À�…�À�Š�‘�� �œ�ž�â�‡�•�À�� �•�ƒ�� ��������(Dizdaroglu 1992)�á�� �˜�œ�•�‹�•�ž�� �˜�À�…�‡�� �•�‡���� �t�r��

t�›�’�õ���’�‘�œ�•�³�•�³�•�ý�…�Š���„�ž�œ�À����Valavanidis et al. 2013, Yu et al. 2016���ä�����‡�Œ�«�ƒ�•�–�³�Œ�‹���Œ�‡���’�‘�œ�‘�”�‘�˜�ž�•�ƒ��

�‘�š�‹�†�ƒ�…�‡�� �‰�—�ƒ�•�‹�•�—�á�� �ƒ�� �–�‘�� �•�˜�õ�Ž�‹�� �Œ�‡�Š�‘�� �˜�›�•�‘�•�±�•�—���‘�š�‹�†�ƒ�«�•�À�•�—���’�‘�–�‡�•�…�‹�ž�Ž�—��(Steenken & Jovanovic 

1997)�ä�� �
�‡�†�•�À�•�� �œ �’�”�‘�†�—�•�–�õ�� �–�ƒ�•�‘�˜�±�–�‘�� �‘�š�‹�†�ƒ�…�‡�� �Œ�‡�� �z-oxo-7,8-dihydroguanin (8-oxo-dG), �•�–�‡�”�ý��

�Œ�‡���˜�›�—���À�˜�ž�•���Œ�ƒ�•�‘���„�‹�‘�•�ƒ�”�•�‡�”���‘�š�‹�†�ƒ�–�‹�˜�•�À�Š�‘���’�‘�æ�•�‘�œ�‡�•�À���ƒ���œ�Š�‘�—�„�•�±�Š�‘���„�—�Œ�‡�•�À��(Wolf et al. 2005, 

Kant et al. 2016, Bhatti et al. 2017)�ä�� ���â�À�–�‘�•�•�‘�•�–�� �‘�š�‹�†�‘�˜�ƒ�•�ý�…�Š�� �„�ž�œ�À�� �˜ �������� �•�õ���‡�� �œ�’�õ�•�‘�„�‹�–��

�‡�’�‹�‰�‡�•�‡�–�‹�…�•�±�� �ƒ�Ž�–�‡�”�ƒ�…�‡�� �ƒ�� �–�À�•�� �•�³�•�‹�–�� �‰�‡�•�‘�˜�‘�—�� �‡�š�’�”�‡�•�‹��(Nishida et al. 2013). Ne�‘�’�”�ƒ�˜�‡�•�±��
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�‘�š�‹�†�ƒ�…�‡���†�ž�Ž�‡���‹�•�†�—�•�—�Œ�À���˜�œ�•�‹�•���•�—�–�ƒ�…�À�á���•�—�’�â�À�•�Ž�ƒ�†�—���‘�š�‹�†�ƒ�…�‡���’�ž�”�—���
�ã�����•�ƒ���z-oxo-�†�
�ã�����œ�’�õ�•�‘�„�—�Œ�‡��

transverzi na T:A (Yasui et al. 2014). 

���Ž�•�›�Ž�ƒ�…�‡���„�ž�œ�À 

���Ž�•�›�Ž�ƒ�«�•�À���«�‹�•�‹�†�Ž�ƒ���œ�’�õ�•�‘�„�—�Œ�À �˜�ƒ�œ�„�—���•�‡�–�Š�›�Ž�‘�˜�ý�…�Š���«�‹���‡�–�Š�›�Ž�‘�˜�ý�…�Š���œ�„�›�–�•�õ���•�ƒ���†�—�•�À�•�‘�˜�±���ƒ��

�•�›�•�Ž�À�•�‘�˜�±�� �ƒ�–�‘�•�›�� �„�ž�œ�À�� ��������(Richardson et al. 1987, Hecht 1999, Onizuka et al. 2018). 

���œ�•�‹�•�ƒ�Œ�À�� �–�ƒ�•�� �•�‘�†�‹�ˆ�‹�•�‘�˜�ƒ�•�±�� �„�ž�œ�‡�� ���•�ƒ�’�â�ä�� �s-metyladenin, 6-O-metylguanin [O6-meG]) 

s �…�›�–�‘�–�‘�š�‹�…�•�ý�•�‹�� �ƒ�� �•�—�–�ƒ�‰�‡�•�•�À�•�‹�� �ï�«�‹�•�•�›��(Abbott & Saffhill 1979, Delaney & Essigmann 

2004���ä�����—�’�â�À�•�Ž�ƒ�†�—�á���’�ž�”�����x-meG:T spou�æ�–�À���‘�’�”�ƒ�˜�•�±���•�‡�…�Š�ƒ�•�‹�•�•�›�á���•�–�‡�”�±�á���•�‡�Œ�•�‘�—-li provedeny 

�•�’�”�ž�˜�•�³�á���•�‘�Š�‘�—���œ�ƒ�’�â�À�«�‹�•�‹�–���†�˜�‘�—�˜�Ž�ž�•�•�‘�˜�±���œ�Ž�‘�•�›���ƒ���•�’�—�æ�–�³�•�À���ƒ�’�‘�’�–�×�œ�›��(Noonan et al. 2012). 

���³�•�–�‡�”�ž�� �ƒ�Ž�•�›�Ž�ƒ�«�•�À�� �«�‹�•�‹�†�Ž�ƒ�� �•�‡�� �–�ƒ�•�� �’�”�‘�� �•�˜�‘�Œ�‹�� �•�…�Š�‘�’�•�‘�•�–�� �‹�•�†�—�•�‘�˜�ƒ�–�� �ƒ�’�‘�’�–�×�œ�—�� �’�‘�—���À�˜�ƒ�Œ�À�� �Œ�ƒ�•�‘��

�’�”�‘�–�‹�”�ƒ�•�‘�˜�‹�•�•�ž���Ž�±�«�‹�˜�ƒ�������”�ƒ�„�Ž�Þ�•��et al. 2004). 

���‡�ƒ�•�‹�•�ƒ�…�‡���„�ž�œ�À 

���æ�‡�…�Š�•�›�� �„�ž�œ�‡�� �•�”�‘�•�³�� �–�Š�›�•�‹�•�—�� �’�‘�†�Ž�±�Š�ƒ�Œ�À�� �˜ �„�—�Ò�…�‡�� �•�’�‘�•�–�ž�•�•�À�� �†�‡�ƒ�•�‹�•�ƒ�…�‹�ä�� ���‡�Œ�«�ƒ�•�–�³�Œ�‹��

�†�‘�…�Š�ž�œ�À���•�‡���œ�–�”�ž�–�³�� �ƒ�•�‹�•�‘�•�•�—�’�‹�•�›�� �…�›�–�‘�•�‹�•�—���œ�ƒ���˜�œ�•�‹�•�—���—�”�ƒ�…�‹�Ž�—�á���ƒ���–�‘�� �• �ˆ�”�‡�•�˜�‡�•�…�À���s�r�r-�w�r�r�� �„�ž�œ�À��

�•�ƒ�� �„�—�Ò�•�—�� �œ�ƒ�� �†�‡�•��(Friedberg et al. 2006)�ä�� ���³���•�ý�•�� �œ�†�”�‘�Œ�‡�•�� �Œ�‡�†�•�‘�„�‘�†�‘�˜�ý�…�Š�� �•�—�–�ƒ�…�À�� �Œ�‡��

5-�•�‡�–�›�Ž�…�›�–�‘�•�‹�•�á���•�–�‡�”�ý���•�õ���‡���„�ý�–���•�’�‘�•�–�ž�•�•�³���†�‡�ƒ�•�‹�•�‘�˜�ž�•���•�ƒ���’�â�‹�”�‘�œ�‡�•�³���•�‡���˜�›�•�•�›�–�—�Œ�À�…�À���–�Š�›�•�‹�•�ä��

���‘�•�—�†���•�‡�Œ�•�‘�—���–�›�–�‘���Ž�±�œ�‡���‘�’�”�ƒ�˜�‡�•�›���’�â�‡�†���”�‡�’�Ž�‹�•�ƒ�…�À�á���„�—�Ò�•�ƒ���’�‘�—���‹�Œ�‡���˜�Ž�ž�•�•�‘���‘�„�•�ƒ�Š�—�Œ�À�…�À�������•�‡�„�‘������

�Œ�ƒ�•�‘���æ�ƒ�„�Ž�‘�•�—���ƒ���–�À�•���˜�›�–�˜�‘�â�À���–�”�˜�ƒ�Ž�‘�—���œ�•�³�•�—���˜���•�‡�•�˜�‡�•�…�‹������������Sassa et al. 2016). 

���‡�’�—�”�‹�•�ƒ�…�‡���ƒ���†�‡�’�›�”�‹�•�‹�†�‹�•�ƒ�…�‡���•�—�•�Ž�‡�‘�–�‹�†�õ 

�����„�—�Ò�•�ž�…�Š���„�³���•�³���†�‘�…�Š�ž�œ�À���•�‡���•�’�‘�•�–�ž�•�•�À���Š�›�†�”�‘�Ž�ý�œ�‡����-�‰�Ž�›�•�‘�•�‹�†�‘�˜�±���˜�ƒ�œ�„�›���•�‡�œ�‹���„�ž�œ�À���ƒ��

�†�‡�‘�š�›�”�‹�„�‘�•�‘�—�á�� �…�‘���� �˜�‡�†�‡�� �•�‡�� �˜�œ�•�‹�•�—�� �–�œ�˜�ä�� �ƒ�„�ƒ�œ�‹�…�•�ý�…�Š�� �•�À�•�–�ä�� ���–�”�ž�–�ƒ�� �’�›�”�‹�•�‹�†�‹�•�—�� �„�ý�˜�ž�� �•�•�‘�Š�‡�•��

�•�±�•�³�� �«�ƒ�•�–�ž�á�� �Œ�‡�Ž�‹�•�‘���� ��-�‰�Ž�›�•�‘�•�‹�†�‘�˜�ž�� �˜�ƒ�œ�„�ƒ�� �•�‡�œ�‹�� �’�›�”�‹�•�‹�†�‹�•�‘�˜�‘�—�� �„�ž�œ�À�� �ƒ�� �†�‡�‘�š�›�”�‹�„�‘�•�‘�—�� �Œ�‡��

�•�–�ƒ�„�‹�Ž�•�³�Œ�æ�À�� �•�‡���� �‘�†�’�‘�˜�À�†�ƒ�Œ�À�…�À�� �˜�ƒ�œ�„�ƒ�� �•�ƒ�� �’�—�”�‹�•�‘�˜�±�� �„�ž�œ�‡�� �����‹�•�†�ƒ�Š�Ž�� �s�{�{�u���ä�� ���„�ƒ�œ�‹�…�•�ž�� �•�À�•�–�ƒ��

�˜�œ�•�‹�•�ƒ�Œ�À�� �–�ƒ�•�±�� �’�â�‹�� �‘�’�”�ƒ�˜�³�� �������� �’�‘�æ�•�‘�œ�‡�•�±�� �������� �•�‡�„�‘�� �ƒ�Ž�•�›�Ž�ƒ�«�•�À�•�‹�� �«�‹�•�‹�†�Ž�›�� ��Xiao & Samson 

1993, Fleming et al. �t�r�s�y���ä�����‡�‘�’�”�ƒ�˜�‡�•�ž���ƒ�„�ƒ�œ�‹�…�•�ž���•�À�•�–�ƒ���„�Ž�‘�•�—�Œ�À���”�‡�’�Ž�‹�•�ƒ�…�‹���ƒ���–�”�ƒ�•�•�•�”�‹�’�…�‹�á���…�‘����

�•�õ���‡�� �˜�›�ï�•�–�‹�–�� �ƒ���� �˜�‡�� �œ�Ž�‘�•�›�� �˜�Ž�ž�•�‡�•�� �������á�� �’�‘�’�â�À�’�ƒ�†�³�� �œ�ƒ�’�â�À�«�‹�Ò�—�Œ�À�� �˜�œ�•�‹�•�� �•�—�–�ƒ�…�À�� ��Boiteux and 

Guillet 2004). 

���œ�•�‹�•���…�›�•�Ž�‘�„�—�–�ƒ�•�‘�˜�ý�…�Š���†�‹�•�‡�”�õ 

���„�•�‘�”�’�…�‡���������œ�ž�â�‡�•�À���˜�›�˜�‘�Ž�ž�˜�ž���˜�œ�•�‹�•���’�›�”�‹�•�‹�†�‹�•�‘�˜�ý�…�Š���†�‹�•�‡�”�õ���•�‡�œ�‹���•�‘�—�•�‡�†�À�…�À�•�‹����-T a 

T-���� �„�ž�œ�‡�•�‹�� �������ä�� ���ƒ�•�–�‘�� �•�‘�†�‹�ˆ�‹�•�‘�˜�ƒ�•�±�� �„�ž�œ�‡�� �–�˜�‘�â�À�…�À�� �–�œ�˜�ä�� �÷�…�›�•�Ž�‘�„�—�–�ƒ�•�‘�˜�ý�� �•�”�—�Š�ò�� �•�‡�Œ�•�‘�—��

�•�…�Š�‘�’�•�›�� �’�ž�”�‘�˜�ƒ�–�� �• �’�”�‘�–�³�Œ�æ�À�•�� �˜�Ž�ž�•�•�‡�•�� �������ä�� ���‘�…�Š�ž�œ�À�� �’�”�‘�–�‘�� �•�� �•�ƒ�”�—�æ�‡�•�À�� �•�–�”�—�•�–�—�”�›��

�†�˜�‘�—�æ�”�‘�—�„�‘�˜�‹�…�‡���������á���…�‘�����•�õ���‡���„�Ž�‘�•�‘�˜�ƒ�–���”�‡�’�Ž�‹�•�ƒ�…�‹���ƒ���–�”�ƒ�•�•�•�”�‹�’�…�‹�������”�‘�–�‹�©-Sablji�©��et al. 1986, 

You et al. 2001).  
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���ƒ�œ�„�ƒ���…�Š�‡�•�‹�…�•�ý�…�Š���•�Ž�‘�—�«�‡�•�‹�• 

���³�•�–�‡�”�±�� �’�Ž�ƒ�•�ž�”�•�À�� �•�‘�Ž�‡�•�—�Ž�›�� �–�˜�‘�â�‡�•�±�� �’�‘�Ž�›�…�›�•�Ž�‹�…�•�ý�•�‹�� �—�Š�Ž�‘�˜�‘�†�À�•�›�� ���•�—�’�â�ä�� �’�”�‘�ˆ�Ž�ƒ�˜�‹�•�á��

�‡�–�Š�‹�†�‹�—�•�„�”�‘�•�‹�†�á�� �ƒ�•�”�‹�†�‹�•�›���á�� �•�‡�� �•�‘�Š�‘�—�� �’�‘�•�‘�…�À�� �•�‡�•�‘�˜�ƒ�Ž�‡�•�–�•�À�…�Š�� �‹�•�–�‡�”�ƒ�•�…�À�� �˜�•�‡�œ�‡�â�‹�–�� �†�‘��

�’�”�‘�•�–�‘�”�—�� �•�‡�œ�‹�� �’�â�‹�Ž�‡�Š�Ž�ý�•�‹�� �’�ž�”�›�� �†�—�•�À�•�ƒ�–�ý�…�Š�� �„�ž�œ�À�á�� �«�À�•���� �†�‘�…�Š�ž�œ�À�� �• �•�ƒ�”�—�æ�‡�•�À�� �•�–�”�—�•�–�—�”�›�� ��������

�����‡�”�•�ƒ�•���s�{�x�s�á�����‡�–�‘���ƒ�•�†�����ƒ�’�‹�•���t�r�r�{���ä�����›�–�‘���œ�•�³�•�›���†�ž�Ž�‡���„�Ž�‘�•�—�Œ�À���”�‡�’�Ž�‹�•�ƒ�…�‹���ƒ���–�”�ƒ�•�•�•�”�‹�’�…�‹�������‡��

Carvalho et al. �t�r�s�z���á���’�‘�’�â�À�’�ƒ�†�³���•�õ���‡���’�â�À�–�‘�•�•�‘�•�–���‹�•�–�‡�”�•�ƒ�Ž�ƒ�«�•�À�…�Š���«�‹�•�‹�†�‡�Ž���œ�ƒ�’�â�À�«�‹�•�‹�–���„�³�Š�‡�•��

�”�‡�’�Ž�‹�•�ƒ�…�‡���«�‹���‘�’�”�ƒ�˜���‹�•�œ�‡�”�…�‹���«�‹���†�‡�Ž�‡�…�‹���•�—�•�Ž�‡�‘�–�‹�†�õ���˜���â�‡�–�³�œ�…�‹�������‹�ƒ�Ž��et al. 2007). 

�
�‹�•�±�� �•�Ž�‘�—�«�‡�•�‹�•�›�á�� �Œ�ƒ�•�‘�� �Œ�‡�� �ƒ�ˆ�Ž�ƒ�–�‘�š�‹�•�� �•�‡�„�‘�� ���‡�•�œ�‘���ƒ���’�›�”�‡�•�á�� �•�‡�� �•�‘�˜�ƒ�Ž�‡�•�–�•�³�� �’�â�‹�’�‘�Œ�—�Œ�À��

na �������á�� �•�†�›�� �˜�œ�•�‹�•�ƒ�Œ�À�� �–�œ�˜�ä�� �÷������-�ƒ�†�—�•�–�›�ò�� ��Volk et al. 2003). ���„�†�‘�„�•�³�� �Œ�ƒ�•�‘�� �‹�•�–�‡�”�•�ƒ�Ž�ƒ�«�•�À��

�«�‹�•�‹�†�Ž�ƒ�� �‹�•�Š�‹�„�—�Œ�À�� ������-adukty replikaci a trans�•�”�‹�’�…�‹�á�� �’�‘�’�â�À�’�ƒ�†�³�� �œ�ƒ�’�â�À�«�‹�Ò�—�Œ�À�� �…�Š�›�„�›�� �’�â�‹��

replikaci (Aguilar et al. 1993, La & Swenberg 1996). 

���‘�•�Ž�‡�†�•�À�� �•�ƒ�–�‡�‰�‘�”�‹�‹�� �’�ƒ�•�� �’�â�‡�†�•�–�ƒ�˜�—�Œ�À�� �•�Ž�‘�—�«�‡�•�‹�•�›�á�� �•�–�‡�”�±�� �•�˜�‘�Œ�À�� �•�–�”�—�•�–�—�”�‘�—�� �’�â�‹�’�‘�•�À�•�ƒ�Œ�À��

�†�—�•�À�•�ƒ�–�±�� �„�ž�œ�‡�á�� �†�À�•�� �«�‡�•�—���� �„�ý�˜�ƒ�Œ�À�� �„�³�Š�‡�•�� �”�‡�’�Ž�‹�•�ƒ�…�‡�� �������� �…�Š�›�„�•�³�� �œ�ƒ�„�—�†�‘�˜�ž�•�›�� �†�‘�� �•�‘�˜�³��

�•�›�•�–�‡�–�‹�œ�‘�˜�ƒ�•�±�Š�‘�� �â�‡�–�³�œ�…�‡�ä�� �
�‹�•�±�� �˜�ƒ�œ�‡�„�•�±�� �˜�Ž�ƒ�•�–�•�‘�•�–�‹�� �–�³�…�Š�–�‘�� �•�‘�Ž�‡�•�—�Ž�� �•�ž�•�Ž�‡�†�•�³�� �œ�’�õ�•�‘�„�—�Œ�À��

�…�Š�›�„�•�±�� �’�ž�”�‘�˜�ž�•�À�� �„�ž�œ�À�� �ƒ�� �•�ƒ�”�—�æ�‡�•�À�� �•�–�”�—�•�–�—�”�›�� �������ä�� ���â�À�•�Ž�ƒ�†�‡�•�� �–�ƒ�•�‘�˜�ý�…�Š�� �•�Ž�‘�—�«�‡�•�‹�•�� �Œ�•�‘�—��

5-bromouracil, 2-aminopurin (Benzert & Freese 1957, Sampath et al. 2003, ���”�‘�˜�ƒ�”�‡�–�•�ï et 

al. 2017). 

�e�–�³�’�‡�•�À���˜�Ž�ž�•�‡�•�������� 

V �†�õ�•�Ž�‡�†�•�—�� �‘�š�‹�†�ƒ�«�•�À�Š�‘�� �’�‘�æ�•�‘�œ�‡�•�À�� ��Sharma 2007)�á�� �ƒ�Ž�•�›�Ž�ƒ�…�‡�� �„�ž�œ�À��(Hecht 1999), 

�‹�‘�•�‹�œ�—�Œ�À�…�À�Š�‘�� �œ�ž�â�‡�•�À��(Sutherland et al. 2000) �‹�� �’�õ�•�‘�„�‡�•�À�•�� �•�³�•�–�‡�”�ý�…�Š�� �‡�•�œ�›�•�‘�˜�ý�…�Š�� �Œ�‡�†�õ��

(Hsiang et al. 1985, Covey et al. 1989) �†�‘�…�Š�ž�œ�À�� �•�� �’�â�‡�”�—�æ�‡�•�À�� �ˆ�‘�•�ˆ�‘�†�‹�‡�•�–�‡�”�‘�˜�±�� �•�‘�•�–�”�›�� �������ä��

���â�‡�”�—�æ�‡�•�À�� �‘�„�‘�—�� �’�”�‘�–�‹�Ž�‡�Š�Ž�ý�…�Š�� �˜�Ž�ž�•�‡�•�� �†�˜�‘�—�æ�”�‘�—�„�‘�˜�‹�…�‡�� �•�‘�Š�‘�—�� �„�ý�–�� �†�õ�•�Ž�‡�†�•�‡�•�� �œ�ƒ�•�–�ƒ�˜�‡�•�À��

�”�‡�’�Ž�‹�•�ƒ�«�•�À�Š�‘�� �ƒ�’�ƒ�”�ž�–�—�á�� �•�†�›�� �†�‘�Œ�†�‡�� �•�‡�� �•�‘�Ž�ƒ�’�•�—�� �”�‡�’�Ž�‹�•�ƒ�«�•�À�� �˜�‹�†�Ž�‹�«�•�›�� �œ�ƒ�� �˜�œ�•�‹�•�—�� �˜�‘�Ž�•�ý�…�Š�� �•�‘�•�…�õ��

DNA (Engels et al. 2007)�ä�����‡�‘�’�”�ƒ�˜�‡�•�ž���’�â�‡�”�—�æ�‡�•�À���‘�„�‘�—���˜�Ž�ž�•�‡�•�����������’�â�‡�†�•�–�ƒ�˜�—�Œ�‡���’�”�‘���„�—�Ò�•�—��

�Š�”�‘�œ�„�—�á���Œ�‡�Ž�‹�•�‘�����œ�’�õ�•�‘�„�—�Œ�‡ �œ�•�ƒ�«�•�±���œ�•�³�•�›���˜ �—�•�’�‘�â�ž�†�ž�•�À���‰�‡�•�‘�•�—��(Gorbunova et al. 2007). 

���‡�•�À�ë�‘�˜�ž�•�À�����������•�‘�Ž�‡�•�—�Ž 

 ���õ�•�‘�„�‡�•�À�•�� �‡�•�†�‘�‰�‡�•�•�À�…�Š�� �‹�� �‡�š�‘�‰�‡�•�•�À�…�Š�� �«�‹�•�‹�†�‡�Ž�á�� �Œ�‡���� �•�ƒ�Œ�À�� �˜�‡�� �•�˜�±�� �•�–�”�—�•�–�—�â�‡�� �†�˜�³��

�•�‡�œ�ž�˜�‹�•�Ž�±���”�‡�ƒ�•�–�‹�˜�•�À���•�•�—�’�‹�•�›���‹�•�–�‡�”�ƒ�‰�—�Œ�À�…�À���•���������á���•�õ���‡���†�‘�…�Š�ž�œ�‡�–���•�‡���•�‘�˜�ƒ�Ž�‡�•�–�•�À�•�—���’�”�‘�’�‘�Œ�‡�•�À��

�†�˜�‘�—�� �•�—�•�Ž�‡�‘�–�‹�†�õ�� �˜ �Œ�‡�†�•�‘�•�� �˜�Ž�ž�•�•�³�á�� �•�‡�„�‘�� �•�‡�œ�‹�� �’�”�‘�–�³�Œ�æ�À�•�‹�� �˜�Ž�ž�•�•�›�� �†�˜�‘�—�æ�”�‘�—�„�‘�˜�‹�…�‡�� �������ä��

���˜�Ž�ž�æ�–�³�� �’�”�‘�’�‘�Œ�‡�•�À�� �’�”�‘�–�‹�Ž�‡�Š�Ž�ý�…�Š�� �˜�Ž�ž�•�‡�•�� �Œ�‡�� �’�”�‘�� �„�—�Ò�•�›�� �˜�‡�Ž�•�‹�� �–�‘�š�‹�…�•�±�á�� �Œ�‡�Ž�‹�•�‘���� �Œ�‡�� �‘�•�‡�œ�‡�•�‘��

�”�‘�œ�’�Ž�±�–�ž�•�À�� �†�˜�‘�—�æ�”�‘�—�„�‘�˜�‹�…�‡�á�� �…�‘���� �„�”�ž�•�À�� �”�‡�’�Ž�‹�•�ƒ�…�‹�� �‹�� �–�”�ƒ�•�•�•�”�‹�’�…�‹��(Fu et al. 2011). ���� �Ž�ž�–�‡�•��

�‡�•�†�‘�‰�‡�•�•�À�Š�‘���’�õ�˜�‘�†�—���Œ�•�‘�—���–�‘���•�ƒ�’�â�ä���•�ƒ�Ž�‘�•�†�‹�ƒ�Ž�†�‡�Š�›�†��(Niedernhofer et al. 2003) �•�’�‘�Œ�—�Œ�À�…�À���
����

�’�ž�”�›�� �˜ �w�²-���
�� �•�‡�•�˜�‡�•�…�À�…�Š�á�� �•�‡�„�‘�� �•�›�•�‡�Ž�‹�•�ƒ�� �†�—�•�‹�«�•�ž�á�� �•�–�‡�”�ž�� �˜�›�–�˜�ž�â�À�� �•�‘�˜�ƒ�Ž�‡�•�–�•�À�� �•�’�‘�Œ�‡�•�À�� �•�‡�œ�‹��

�ƒ�–�‘�•�›�� �‰�—�ƒ�•�‘�•�‹�•�‘�˜�ý�…�Š�� �„�ž�œ�À�� �˜ �w�²-���
�� �•�‡�•�˜�‡�•�…�À�…�Š��(Kirchner et al. 1992)�ä�� �a�ƒ�†�ƒ�� �‡�š�‘�‰�‡�•�•�À�…�Š��

�œ�‡�•�À�ë�‘�˜�ƒ�…�À�…�Š�� �«�‹�•�‹�†�‡�Ž�á�� �Œ�ƒ�•�‘�� �Œ�•�‘�—�� �•�ƒ�’�â�ä�� �”�‘�•�–�Ž�‹�•�•�±�� �’�•�‘�”�ƒ�Ž�‡�•�›�� �•�’�‘�Œ�—�Œ�À�…�À�� �’�”�‘�–�‹�Ž�‡�Š�Ž�±�� ������ �„�ž�œ�‡�� �’�‘��
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�ƒ�•�–�‹�˜�ƒ�…�‹���������œ�ž�â�‡�•�À�•��(Cimino et al. 1985)�á���•�‡�„�‘���†�‡�”�‹�˜�ž�–�›���…�‹�•�’�Ž�ƒ�–�‹�•�›��(Rudd et al. 1995) jsou 

�˜�›�—���À�˜�ž�•�›���Œ�ƒ�•�‘���…�Šemoterapeutika (Parrish et al. 1974, Dasari & Tchounwou 2014).  

���ƒ�œ�„�ƒ���’�”�‘�–�‡�‹�•�‘�˜�ý�…�Š���ƒ�†�—�•�–�õ 

���� �•�‡�˜�”�ƒ�–�•�±�•�—�� �•�‘�˜�ƒ�Ž�‡�•�–�•�À�•�—�� �œ�ƒ�…�Š�›�…�‡�•�À�� �•�‡�Œ�”�õ�œ�•�³�Œ�æ�À�…�Š�� �’�”�‘�–�‡�‹�•�õ�� �•�ƒ�� �������� �†�‘�…�Š�ž�œ�À��

z �•�•�‘�Š�ƒ���’�â�À�«�‹�•�ä�����â�‹���ƒ�„�•�‘�”�’�…�‹���������œ�ž�â�‡�•�À���†�‘�…�Š�ž�œ�À���•���‡�š�…�‹�–�ƒ�…�‹���„�ž�œ�À���������á���•�–�‡�”�±���•�‡���•�ž�•�Ž�‡�†�•�³���˜�ž���À��

n�ƒ���ƒ�•�‹�•�‘�•�›�•�‡�Ž�‹�•�›���‘�•�‘�Ž�•�À�…�Š���’�”�‘�–�‡�‹�•�õ��(Zhang et al. 2004)�ä�����‘�•�‹�œ�—�Œ�À�…�À���œ�ž�â�‡�•�À���œ�’�õ�•�‘�„�—�Œ�‡���˜�œ�•�‹�•��

�������� �’�â�À�•�‘�á�� �ƒ�� �–�‘�� �–�˜�‘�”�„�‘�—�� �”�‡�ƒ�•�–�‹�˜�•�À�…�Š�� �•�ƒ�–�‹�‘�•�–�‘�˜�ý�…�Š�� �”�ƒ�†�‹�•�ž�Ž�õ�� �������á�� �•�‡�„�‘�� �•�‡�’�â�À�•�‘�á�� �–�‡�†�›��

�‹�‘�•�‹�œ�ƒ�…�À���‘�•�‘�Ž�•�À�…�Š���•�‘�Ž�‡�•�—�Ž���˜�‘�†�›���˜�›�˜�‘�Ž�ž�˜�ƒ�Œ�À�…�À���˜�œ�•�‹�•���������á���•�–�‡�”�±���•�‘�Š�‘�—���†�ž�Ž�‡���”�‡�ƒ�‰�‘�˜�ƒ�–���• DNA a 

�‘�•�‘�Ž�•�À�•�‹�� �’�”�‘�–�‡�‹�•�›�� ��Barker et al. 2005)�ä�� ���œ�•�‹�•�� �������� �Œ�‡�� �‘�˜�æ�‡�•�� �‹�•�†�—�•�‘�˜�ž�•�� �‹�� �Ž�±�•�›�� �’�”�‘�–�‹��

�”�ƒ�•�‘�˜�‹�•�•�±�•�—�� �„�—�Œ�‡�•�À�ä�� ���ƒ�’�â�À�•�Ž�ƒ�†�� �’�Ž�ƒ�–�‹�•�‘�˜�±�� �†�‡�”�‹�˜�ž�–�›�� �•�‡�•�’�‡�…�‹�ˆ�‹�…�•�›�� �˜�ž���À�� �’�”�‘�–�‡�‹�•�›�� �‹�•�–�‡�”�ƒ�‰�—�Œ�À�…�À��

s �…�Š�”�‘�•�ƒ�–�‹�•�‡�•�á�� �«�À�•���� �˜�›�–�˜�ž�â�À�� �–�œ�˜�ä�� �•�‡�‡�•�œ�›�•�ƒ�–�‹�…�•�±�� �������� �����Š�˜�ž�Ž�‘�˜�ž et al. 2007). 

Kampth�‘�–�‡�…�‹�•�‘�˜�±�� �†�‡�”�‹�˜�ž�–�›�� �•�ƒ�‘�’�ƒ�•�� �•�–�ƒ�„�‹�Ž�‹�œ�—�Œ�À�� �•�‘�˜�ƒ�Ž�‡�•�–�•�³�� �•�ƒ�˜�ž�œ�ƒ�•�‘�—�� �–�‘�’�‘�‹�œ�‘�•�‡�”�ƒ�•�—�� ����

�˜�•�‡�œ�‡�â�‡�•�À�•���•�ƒ���”�‘�œ�Š�”�ƒ�•�À��������-enzym (Pommier 2009)�ä�������•�•�‘�”�’�‘�”�‘�˜�ƒ�•�ý���…�›�–�‘�•�‹�•�‘�˜�ý���ƒ�•�ƒ�Ž�‘�‰��

5-aza-�t�"-�†�‡�‘�š�›�…�›�–�‹�†�‹�•�‡�� �œ�ƒ�•�‡�� �•�Ž�‘�—���À�� �Œ�ƒ�•�‘�� �‹�”�‡�˜�‡�”�œ�‹�„�‹�Ž�•�À�� �‹�•�Š�‹�„�‹�–�‘�”�� �’�”�‘�� ���…�›�–�‘�•�‹�•-5)- 

metyltransferasu 1�á���•�–�‡�”�ž���•�ƒ���•�³�•���œ�õ�•�–�ž�˜�ž���†�ž�Ž�‡���•�ƒ�˜�ž�œ�ž�•�ƒ��(Maslov et al. 2013)�ä�����„�ƒ���’�‘�•�Ž�‡�†�•�À��

�’�â�À�•�Ž�ƒ�†�›�� �’�”�‘�†�—�•�—�Œ�À�� �–�œ�˜�ä�� �‡�•�œ�›�•�ƒ�–�‹�…�•�±�� �������ä�� �
�‹�•�ý�•�� �•�‡�…�Š�ƒ�•�‹�•�•�‡�•�� �’�õ�•�‘�„�À�� �‹�•�Š�‹�„�‹�–�‘�”�›��

poly(ADP-�”�‹�„�‘�•�›���� �’�‘�Ž�›�•�‡�”�ƒ�•�� �������������á�� �•�–�‡�”�±�� �œ�’�õ�•�‘�„�—�Œ�À�� �˜�‡�Ž�•�‹�� �–�³�•�•�±�� �•�ƒ�˜�ž�œ�ž�•�À�� ���������s�á�� �•�–�‡�”�±��

�•�‡�� �’�”�‘�Œ�‡�˜�—�Œ�‡�� �•�–�‡�Œ�•�³�� �Œ�ƒ�•�‘�� �•�‘�˜�ƒ�Ž�‡�•�–�•�À�� �˜�ƒ�œ�„�ƒ��(Murai et al. 2012)�ä�� �������� �Œ�•�‘�—�� �‹�•�†�—�•�‘�˜�ž�•�›�� �–�ƒ�•�±��

�â�ƒ�†�‘�—�� �‡�•�†�‘�‰�‡�•�•�À�…�Š�� �ˆ�ƒ�•�–�‘�”�õ�ä�� ���â�À�•�Ž�ƒ�†�‡�•�� �•�õ���‡�� �„�ý�–�� �•�‘�˜�ƒ�Ž�‡�•�–�•�À�� �˜�ƒ�œ�„�ƒ�� �Š�‹�•�–�‘�•�õ�� �˜ �ƒ�„�ƒ�œ�‹�…�•�ý�…�Š��

�•�À�•�–�‡�…�Š�� �•�‡�„�‘�� �œ�ƒ�…�Š�›�…�‡�•�À�� �������� �’�‘�Ž�›�•�‡�”�ƒ�•�›�� �>�� �„�³�Š�‡�•�� �‘�’�”�ƒ�˜�›�� �‘�š�‹�†�‘�˜�ƒ�•�ý�…�Š�� �ƒ�„�ƒ�œ�‹�…�•�ý�…�Š�� �•�À�•�–��

(Demott et al. 2002, Sczepanski et al. 2014).  

���Ž�‹�˜�����������•�‡���‘�†�˜�À�Œ�À���‘�†���Œ�‡�Œ�‹�…�Š���•�–�”�—�•�–�—�”�›�á���˜�‡�Ž�‹�•�‘�•�–�‹���‹���—�•�À�•�–�³�•�À�ä�����‡�Ž�•�±�����������•�ƒ���˜�‡�†�‘�—�…�À�•��

�˜�Ž�ž�•�•�³�� �„�”�ž�•�À�� �Š�‡�Ž�‹�•�ƒ�•�‡�� �”�‘�œ�’�Ž�±�–�ƒ�–�� �†�˜�‘�—�æ�”�‘�—�„�‘�˜�‹�…�‹�� �������á�� �…�‘���� �†�ž�Ž�‡�� �˜�‡�†�‡�� �•�‡�� �•�‘�Ž�ƒ�’�•�—���”�‡�’�Ž�‹�•�ƒ�«�•�À��

�˜�‹�†�Ž�‹�«�•�›��(Nakano et al. 2012). Pokud se DPC vyskytne na op�‘���®�—�Œ�À�…�À�•���•�‡���˜�Ž�ž�•�•�³�á���œ�’�õ�•�‘�„�—�Œ�‡��

�œ�ƒ�•�–�ƒ�˜�‡�•�À�����������’�‘�Ž�›�•�‡�”�ƒ�•�›��(Nakano et al. 2012). K �˜�ý�æ�‡���œ�•�À�•�³�•�ý�•���‡�ˆ�‡�•�–�õ�•���ƒ�Ž�‡���•�‡�†�‘�…�Š�ž�œ�À�á��

�’�‘�•�—�†�� �Œ�‡�� �’�”�‘�–�‡�‹�•�‘�˜�ž�� �«�ž�•�–�� �������� �•�‡�•�æ�À�…�Š�� �”�‘�œ�•�³�”�õ�� �����Š�˜�ž�Ž�‘�˜�ž et al. 2007, Yeo et al. 2014). 

���„�‡�…�•�³���•�‡���†�ž���â�À�…�‹�á�����‡�����������œ�’�õ�•�‘�„�—�Œ�À���˜�œ�•�‹�•���•�—�–�ƒ�…�À���ƒ���•�ƒ�Œ�À���‰�‡�•�‘�–�‘�š�‹�…�•�ý���ƒ���…�›�–�‘�–�‘�š�‹�…�•�ý���ï�«�‹�•�‡�•�á��

�Œ�‡�Ž�‹�•�‘�����•�ƒ�”�—�æ�—�Œ�À���”�‡�’�Ž�‹�•�ƒ�…�‹�á���–�”�ƒ�•�•�•�”�‹�’�…�‹���‹���•�³�•�–�‡�”�±���‘�’�”�ƒ�˜�•�±���•�‡�…�Š�ƒ�•�‹�•�•�›�ä�� 

 

3.2 B�����4�,�����������������4�/�������������e�����������A��������   

���”�‘�� �‘�„�”�ƒ�•�—�� �’�â�‡�†�� �’�‘�æ�•�‘�œ�‡�•�À�•�� �������� �ƒ�� �’�â�À�’�ƒ�†�•�ý�•�� �œ�ƒ�•�–�ƒ�˜�‡�•�À�•�� �”�‡�’�Ž�‹�•�ƒ�«�•�À�Š�‘�� �ƒ�’�ƒ�”�ž�–�—��

�•�‹���‡�—�•�ƒ�”�›�‘�–�‹�…�•�±���„�—�Ò�•�›���˜�›�˜�‹�•�—�Ž�›���†�õ�•�›�•�Ž�•�ý���•�›�•�–�±�•���„�—�•�³�«�•�±���‘�†�’�‘�˜�³�†�‹���•�ƒ���’�‘�æ�•�‘�œ�‡�•�À����������(zkr. 

DDR, z angl. DNA-���ƒ�•�ƒ�‰�‡�� ���‡�•�’�‘�•�•�‡���ä�� ���‡�•�–�‘�� �•�›�•�–�±�•�� �•�‡�� �•�•�Ž�ž�†�ž�� �œ�� �•�•�‘�Š�ƒ�� �•�ƒ�˜�œ�ž�Œ�‡�•��

�’�”�‘�˜�ž�œ�ƒ�•�ý�…�Š�� �ƒ�� �•�’�‘�Ž�—�’�”�ƒ�…�—�Œ�À�…�À�…�Š�� �†�”�ƒ�Š�á�� �•�–�‡�”�±�� �”�‘�œ�’�‘�œ�•�ž�˜�ƒ�Œ�À�� �†�ƒ�•�±�� �’�‘�æ�•�‘�œ�‡�•�À�� �«�‹�� �œ�ƒ�•�–�ƒ�˜�‡�•�±��

�”�‡�’�Ž�‹�•�ƒ�«�•�À���˜�‹�†�Ž�‹�«�•�›���ƒ���•�ž�•�Ž�‡�†�•�³���•�•�”�œ�‡���•�‹�‰�•�ž�Ž�•�À���•�ƒ�•�•�ž�†�›���’�â�‡�•�•�³���”�‡�‰�—�Ž�—�Œ�À���«�‹�•�•�‘�•�–���•�‡�…�Š�ƒ�•�‹�•�•�õ�á��
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�œ�ƒ�Œ�‹�æ�ë�—�Œ�À�…�À�� �‘�’�”�ƒ�˜�—�� �•�‡�„�‘�� �–�‘�Ž�‡�”�ƒ�•�…�‹�� �†�ƒ�•�±�Š�‘�� �’�‘�æ�•�‘�œ�‡�•�À (viz obr. 3)�ä�� ���’�‘�Ž�‡�«�•�³�� �• opravou 

�•�‘�Ž�‡�•�—�Ž�� �������� �†�‘�…�Š�ž�œ�À�� �•�‘�—�«�ƒ�•�•�³�� �‹�� �•�‡�� �œ�•�³�•�ž�•�� �–�”�ƒ�•�•�•�”�‹�’�…�‡�� �‰�‡�•�õ�� �ƒ�� �”�‘�œ�˜�‘�Ž�•�³�•�À�� �•�–�”�—�•�–�—�”�›��

chromatinu v �•�À�•�–�³�� �’�‘�æ�•�‘�œ�‡�•�À�ä�� �� �’�â�À�’�ƒ�†�³�á�� ���‡�� �’�‘�æ�•�‘�œ�‡�•�À�� �•�‡�•�À�� �‘�’�”�ƒ�˜�‡�•�‘�á�� �•�‡�„�‘�� �Œ�‡�� �Ž�±�œ�À�� �’�â�À�Ž�‹�æ��

�•�•�‘�Š�‘�á�� �Œ�•�‘�—�� �•�’�—�æ�–�³�•�›�� �•�‡�…�Š�ƒ�•�‹�•�•�›�� �˜�‡�†�‘�—�…�À�� �• �’�â�‡�…�Š�‘�†�—�� �„�—�Ò�•�›�� �†�‘�� �•�‡�•�‡�•�…�‡�•�…�‡�� �«�‹�� �•�’�—�æ�–�³�•�À��

�’�”�‘�‰�”�ƒ�•�‘�˜�ƒ�•�±���„�—�•�³�«�•�± smrti. Poruchy v �•�³�•�–�‡�”�±���œ���«�ƒ�•�–�À�����������œ�’�õ�•�‘�„�—�Œ�À���œ�˜�ý�æ�‡�•�‘�—���…�‹�–�Ž�‹�˜�‘�•�–��

�’�‘�•�–�‹���‡�•�ý�…�Š���„�—�•�³�•���˜�õ�«�‹���ˆ�ƒ�•�–�‘�”�õ�•���’�‘�æ�•�‘�œ�—�Œ�À�…�À���Œ�‡�Œ�‹�…�Š������������Ciccia & Elledge 2010, Blackford 

& Jackson 2017).  

���•�–�‹�˜�‹�–�ƒ�� �������� �’�ƒ�•�� �ï�œ�…�‡�� �•�‘�—�˜�‹�•�À�� �• �”�‡�‰�—�Ž�ƒ�…�À�� �„�—�•�³�«�•�±�Š�‘�� �…�›�•�Ž�—�ä�� ���‘�� �•�’�—�æ�–�³�•�À�� ��������

�†�‘�…�Š�ž�œ�À��k �ƒ�•�–�‹�˜�ƒ�…�‹���•�‘�•�–�”�‘�Ž�•�À�…�Š���„�‘�†�õ���„�—�•�³�«�•�±�Š�‘���…�›�•�Ž�—���� �•�‹�‰�•�ž�Ž�•�À�…�Š���†�”�ƒ�Š�á���•�–�‡�”�±���œ�ƒ�Œ�‹�æ�ë�—�Œ�À�á�����‡��

�Œ�‡�� �������� �•�‡�’�‘�”�—�æ�‡�•�ƒ�� �ƒ�� �’�â�‹�’�”�ƒ�˜�‡�•�ƒ�� �’�”�‘�� �•�ž�•�Ž�‡�†�•�‘�—�� �”�‡�’�Ž�‹�•�ƒ�…�‹�� �ƒ�� �”�‘�œ�†�³�Ž�‡�•�À�� �„�—�Ò�•�›�ä�� ���•�–�‹�˜�ƒ�…�‡��

�•�‘�•�–�”�‘�Ž�•�À�…�Š���„�‘�†�õ���œ�’�õ�•�‘�„�—�Œ�‡���’�‘�œ�ƒ�•�–�ƒ�˜�‡�•�À���„�—�•�³�«�•�±�Š�‘���…�›�•�Ž�—�á���…�‘�����†�ž�˜�ž���„�—�Ò�…�‡���«�ƒ�•�� �•�ƒ���‘�’�”�ƒ�˜�—��

�’�‘�æ�•�‘�œ�‡�•�À�á���•�‡���� �’�‘�•�”�ƒ�«�—�Œ�‡���˜�� �”�‡�’�Ž�‹�•�ƒ�…�‹�� �•�‡�„�‘�� �•�‹�–�×�œ�‡�ä�����‘�—�«�ƒ�•�•�³�á���‘�†�’�‘�˜�³�®�� �•�ƒ���†�ƒ�•�±���’�‘�æ�•�‘�œ�‡�•�À��

�Œ�‡���‘�˜�Ž�‹�˜�•�³�•�‘���–�À�•�á���˜ �Œ�ƒ�•�±���ˆ�ž�œ�‹���„�—�•�³�«�•�±�Š�‘���…�›�•�Ž�—���•�‡���„�—�Ò�•�ƒ���’�”�ž�˜�³���•�ƒ�…�Š�ž�œ�À��(Blackford & Jackson 

2017, Hustedt & Durocher 2017).    
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3.2.1 Oprava DPC 

���³�–�æ�‹�•�ƒ�� �•�‡�…�Š�ƒ�•�‹�•�•�õ�� �ï�«�ƒ�•�–�•�À�…�À�� �•�‡�� �‘�’�”�ƒ�˜�›�� �’�‘�æ�•�‘�œ�‡�•�±�� �������� �Œ�‡�� �Œ�‹���� �˜�…�‡�Ž�•�—�� �†�‘�„�â�‡��

�’�”�‘�•�–�—�†�‘�˜�ž�•�ƒ�ä�����’�”�‘�–�‹���–�‘�•�—���ƒ�Ž�‡���•�–�ž�Ž�‡���•�‡�•�À���’�â�À�Ž�‹�æ���œ�•�ž�•�‘���‘���‘�’�”�ƒ�˜�³���������ä�����ý�•�Ž�‡�†�•�›���•�‘�—�«�ƒ�•�•�ý�…�Š��

�•�–�—�†�‹�À�� �—�•�ƒ�œ�—�Œ�À�á�� ���‡�� �Œ�‡�� �˜�³�–�æ�‹�•�ƒ�� �˜�œ�•�‹�•�Ž�ý�…�Š�� �������� �‘�’�”�ƒ�˜�‡�•�ƒ�� �˜ �’�”�õ�„�³�Š�—�� ��- �ˆ�ž�œ�‡�� �„�—�•�³�«�•�±�Š�‘�� �…�›�•�Ž�—��

(Vaz et al. 2016)�ä�� ���ƒ�–�‘�� �•�•�—�–�‡�«�•�‘�•�–�� �•�‡�•�À�� �•�‹�•�–�‡�”�ƒ�•�� �’�â�‡�•�˜�ƒ�’�‹�˜�ž�� �˜�œ�Š�Ž�‡�†�‡�•�� �• �–�‘�•�—�á�� ���‡��

�’�â�À�–�‘�•�•�‘�•�–�� �������� �œ�’�õ�•�‘�„�—�Œ�‡�� �œ�ƒ�•�–�ƒ�˜�‡�•�À�á�� �’�‘�’�â�À�’�ƒ�†�³�� �•�‘�Ž�ƒ�’�•�� �”�‡�’�Ž�‹�•�ƒ�«�•�À�Š�‘�� �ƒ�’�ƒ�”�ž�–�—�� �•�‘�•�«�À�…�À��

�œ�ƒ�•�–�ƒ�˜�‡�•�À�•���„�—�•�³�«�•�±�Š�‘��cyklu. V �•�ž�•�Ž�‡�†�—�Œ�À�…�À�…�Š���•�ƒ�’�‹�–�‘�Ž�ž�…�Š���Œ�•�‘�—���•�Š�”�•�—�–�›���‹�•�ˆ�‘�”�•�ƒ�…�‡���‘���†�‘�’�‘�•�—�†��

�œ�•�ž�•�ý�…�Š���•�‡�…�Š�ƒ�•ismech oprav DPC. 

�e�–�³�’�‡�•�À���•�‘�˜�ƒ�Ž�‡�•�–�•�À���˜�ƒ�œ�„�›�����›�”�‘�•�‹�Ž-DNA fosfodiesterasami  

Tyrosil DNA-fosfodiesterasy 1 a 2 (TDP1, TDP2) �Œ�•�‘�—�� �•�’�‡�…�‹�ƒ�Ž�‹�œ�‘�˜�ƒ�•�±�� �„�—�•�³�«�•�±��

�‡�•�œ�›�•�›�á�� �•�–�‡�”�±�� �‘�†�•�–�”�ƒ�Ò�—�Œ�À�� �‹�”�‡�˜�‡�”�•�‹�„�‹�Ž�•�³�� �œ�ƒ�…�Š�›�…�‡�•�±�� �������� �–�‘�’�‘�‹�•�‘�•�‡�”�ƒ�•�›�� �s�� ���������s���� �•�ƒ�� �u�²��

konci �Œ�‡�†�•�‘�˜�Ž�ž�•�•�‘�˜�±ho zlomu DNA, �ƒ�� �������� �–�‘�’�‘�‹�•�‘�•�‡�”�ƒ�•�›�� �t�� ���������t���� �œ�ƒ�…�Š�›�…�‡�•�±�� �•�ƒ�� �w�²��

�•�‘�•�…�À�…�Š���†�˜�‘�—�˜�Ž�•�ž�•�•�‘�˜�ý�…�Š���œ�Ž�‘�•�õ���������á���ƒ���–�‘���’�‘�•�‘�…�À���Š�›�†�”�‘�Ž�ý�œ�›���•�‘�˜�ƒ�Ž�‡�•�–�•�À���˜�ƒ�œ�„�›���•�‡�œ�‹����������

�ƒ���–�›�”�‘�•�‹�•�‡�•���˜���ƒ�•�–�‹�˜�•�À�•���…�‡�•�–�”�—���’�”�‘�–�‡�‹�•�õ��(Pommier et al. 2014)�ä���������s���‹���������t���‘�˜�æ�‡�•���•�‡�Œ�•�‘�—��

�•�…�Š�‘�’�•�›�� �‘�†�•�–�”�ƒ�Ò�‘�˜�ƒ�–�� �…�‡�Ž�±�� �������s�� �ƒ�� �������t�á�� �ƒ�� �’�”�‘�–�‘�� �Œ�‡�� �’�”�‘�–�‡�‹�•�‘�˜�ž�� �«�ž�•�–�� �•�‡�Œ�’�”�˜�‡�á�� �•�•�”�œ�‡��

ubiquitinovou signalizaci �’�”�‘�–�‡�‘�Ž�›�–�‹�…�•�›���•�ƒ�æ�–�³�’�‡�•�ƒ proteasomem (Lin et al. 2008, Interthal 

& Champoux 2011)�ä�� ���‘�� �‘�†�•�–�”�ƒ�•�³�•�À�� �������t�� �’�‘�•�‘�…�À�� �������t�� �œ�õ�•�–�ƒ�•�‘�—�� �•�ƒ�� �������� �†�˜�‘�—�˜�Ž�ž�•�•�‘�˜�±��

�œ�Ž�‘�•�›�á���•�–�‡�”�±���Œ�•�‘�—���†�ž�Ž�‡���‘�’�”�ƒ�˜�‡�•�›���’�‘�•�‘�…�À���������
���«�‹�����������
�×�•�‡�œ-Herreros et al. 2013). Naopak 

�������s�� �œ�ƒ�•�‡�…�Š�ž�˜�ž�� �’�‘�� �‘�†�•�–�”�ƒ�•�³�•�À�� �������s�� �’�‘�—�œ�‡�� �Œ�‡�†�•�‘�˜�Ž�ž�•�•�‘�˜�±�� �œ�Ž�‘�•�›�á�� �’�â�‹�«�‡�•���� �•�‘�•�…�‡�� �˜�Ž�ž�•�‡�•��

�Œ�•�‘�—�� �•�‡�Œ�’�”�˜�‡�� �—�’�”�ƒ�˜�‡�•�›�� �’�‘�Ž�›�•�—�•�Ž�‡�‘�–�‹�†�� �•�‹�•�ƒ�•�‘�—�� �u�•�� �’�Š�‘�•�’�Š�ƒ�–�ƒ�•�‘�—�� �ƒ�� �’�‘�•�Ž�±�œ�‡�� �•�’�‘�Œ�‡�•�›�� ���‘�Ž�›��

(ADP-ribosa) polymerasou 1, proteinem XRCC1 a DNA ligasou 3 (El-Khamisy 2011).  

�,�‹�•�•�‘�•�–�� �������s �Œ�‡�� �”�‡�‰�—�Ž�‘�˜�ž�•�ƒ�� �•�•�”�œ�‡�� �â�ƒ�†�—�� �’�‘�•�–-�–�”�ƒ�•�•�Ž�ƒ�«�•�À�…�Š�� �•�‘�†�‹�ˆ�‹�•�ƒ�…�À�á�� �•�ƒ�’�â�ä��

sumoylace Lysinu 111 a poly(ADP)ribosilace C-�•�‘�•�…�‡�� �������s�� �‹�•�†�—�•�—�Œ�À�� �’�â�‡�•�—�• TDP1  do 

�•�À�•�–�ƒ�� �’�‘�æ�•�‘�œ�‡�•�À�á�� �•�†�‡�� �†�ž�Ž�‡�� �’�‘�†�’�‘�”�—�Œ�‡�� �˜�ƒ�œ�„�—�� �†�ƒ�Ž�æ�À�…�Š�� �‘�’�”�ƒ�˜�•�ý�…�Š�� �ˆ�ƒ�•�–�‘�”�õ (Hudsoun et al. 

2012, Das et al 2014). �,�‹�•�•�‘�•�–�� �������t�� �Œ�‡�� �’�”�ƒ�˜�†�³�’�‘�†�‘�„�•�³�� �”�‡�‰�—�Ž�‘�˜�ž�•�ƒ �—�„�‹�•�˜�‹�–�‹�•�‘�˜�ý�•��

�•�‹�‰�•�ž�Ž�‡�•���•�•�”�œ�‡����-koncovou ubikvitin-�˜�ƒ�œ�‡�„�•�‘�—���†�‘�•�±�•�—��(Rao et al. 2016).  

���—�•�Ž�‡�ƒ�•�‘�˜�ž���‘�’�”�ƒ�˜�ƒ���’�‘�•�‘�…�À���•�‘�•�’�Ž�‡�š�—����������������  

���ƒ�Ž�æ�À�•�� �•�‡�…�Š�ƒ�•�‹�•�•�‡�•�� �‘�’�”�ƒ�˜�›�� �������� �Œ�‡�� �‘�†�•�–�”�ƒ�•�³�•�À�� �•�ƒ�”�—�æ�‡�•�ý�…�Š�� �‘�„�Ž�ƒ�•�–�À�� �������� �’�‘�•�‘�…�À��

�„�—�•�³�«�•�ý�…�Š�� �•�—�•�Ž�‡�ƒ�•�ä�� ���‘�•�’�Ž�‡�š�� �’�”�‘�–�‡�‹�•�õ�� �������s�s-RAD50-NBS1 (MRN), v �•�˜�ƒ�•�‹�•�•�‘�˜�ý�…�Š��

�„�—�Ò�•�ž�…�Š�� �–�˜�‘�â�‡�•�ý�� �’�‘�†�Œ�‡�†�•�‘�–�•�ƒ�•�‹�� ���”�‡�s�s�’-Rad50p-���”�•�t�’�� �����������á�� �œ�ƒ�Œ�‹�æ�ë�—�Œ�‡�� �‘�’�”�ƒ�˜�—��

�’�”�‘�–�‡�‹�•�‘�˜�ý�…�Š�� �ƒ�†�—�•�–�õ�� �•�‘�˜�ƒ�Ž�‡�•�–�•�³�� �œ�ƒ�…�Š�›�…�‡�•�ý�…�Š�� �•�ƒ�� �•�‘�•�…�À�…�Š�� �†�˜�‘�—�˜�Ž�ž�•�•�‘�˜�ý�…�Š�� �œ�Ž�‘�•�õ�� �������ä��

���‡�•�–�‘�� �‘�’�”�ƒ�˜�•�ý�� �•�‡�…�Š�ƒ�•�‹�•�•�—�•�á�� �’�‘�’�â�ä�� �Œ�‡�Š�‘�� �’�â�À�„�—�œ�•�±�� �ƒ�Ž�–�‡�”�•�ƒ�–�‹�˜�›�á�� �„�›�Ž�� �’�‘�œ�‘�”�‘�˜�ž�•��

v �„�ƒ�•�–�‡�”�‹�ž�Ž�•�À�…�Š�á���•�˜�ƒ�•�‹�•�•�‘�˜�ý�…�Š���‹���Ž�‹�†�•�•�ý�…�Š���„�—�Ò�•�ž�…�Š�á���’�â�‹�«�‡�•�����˜�‡���˜�æ�‡�…�Š���’�â�À�’�ƒ�†�‡�…�Š���˜�‡�†�Ž�ƒ���œ�–�”�ž�–�ƒ��

�•�³�•�–�‡�”�±���’�‘�†�Œ�‡�†�•�‘�–�•�›�� �•�‡ �•�—�•�—�Ž�ƒ�…�‹�� �‡�•�œ�›�•�ƒ�–�‹�…�•�ý�…�Š���������á�� �–�˜�‘�â�‡�•�ý�…�Š���’�”�‘�–�‡�‹�•�›�� �������s�á�� �������t�� �«�‹��

SPO11 (Connelly et al. 2003, Neale et al. 2005, Lee et al. 2012, Hoa et al. 2016���ä�� ���ý�•�Ž�‡�†�•�›��



 

13 

studie (de Graaf et al. 2009) �•�‹�•�‘�� �Œ�‹�•�±�� �•�ƒ�œ�•�ƒ�«�—�Œ�À�á�� ���‡�� �������� �•�‘�•�’�Ž�‡�š�� �‘�†�•�–�”�ƒ�Ò�—�Œ�‡�� �‹��

�•�‡�‡�•�œ�›�•�ƒ�–�‹�…�•�±���������ä 

���•�–�‹�˜�‹�–�ƒ�� �������� �Œ�‡�� �”�‡�‰�—�Ž�‘�˜�ž�•�ƒ�� �•�ƒ�� �•�³�•�‘�Ž�‹�•�ƒ�� �ï�”�‘�˜�•�À�…�Š�ä�� ���â�À�–�‘�•�•�‘�•�–�� �������� �•�’�‘�Ž�‡�«�•�³��

s �’�‘�†�Œ�‡�†�•�‘�–�•�‘�—���������s���’�‘�†�•�³�…�—�Œ�‡���‡�•�†�‘�•�—�•�Ž�‡�ž�œ�‘�˜�‘�—���ƒ�•�–�‹�˜�‹�–�—���������s�s�á���•�–�‡�”�ž���˜ �–�³�•�•�±���„�Ž�À�œ�•�‘�•�–�‹��

�������� �æ�–�³�’�À�� �Œ�‡�†�•�‘�� �œ �˜�Ž�ž�•�‡�•�� ������. ���ž�•�Ž�‡�†�•�³�� �†�‘�…�Š�ž�œ�À�� �•�� �‘�†�•�–�”�ƒ�•�³�•�À�� �’�‘�æ�•�‘�œ�‡�•�±�� �«�ž�•�–�‹�� �â�‡�–�³�œ�…�‡�� �ƒ��

�•�‘�—�«�ƒ�•�•�±�•�—�� �æ�–�³�’�‡�•�À�� �•�‘�•�’�Ž�‡�•�‡�•�–�ž�”�•�À�Š�‘�� �˜�Ž�ž�•�•�ƒ�� ��������(Deshpande et al. 2016). Aktivita 

�������� �•�‘�•�’�Ž�‡�š�—�� �Œ�‡�� �†�ž�Ž�‡�� �•�–�‹�•�—�Ž�‘�˜�ž�•�ƒ�� �’�”�‘�–�‡�‹�•�‡�•�� ���–������ ���˜�� �•�˜�ƒ�•�‹�•�•�ž�…�Š�� ���ƒ�‡�t�’���á�� �•�–�‡�”�ý�� �†�ž�Ž�‡��

interaguje s proteiny BRCA1 a CDK (Sartori et al. 2007, Hartsuiker et al. 2009). Po 

�‘�†�•�–�”�ƒ�•�³�•�À�� �������� �Œ�•�‘�—�� �˜�Ž�ž�•�•�ƒ�� �������� �†�ž�Ž�‡�� �‘�’�”�ƒ�˜�‡�•�ƒ�� �’�‘�•�‘�…�À�� �������
�� �•�‡�„�‘�� �Š�‘�•�‘�Ž�‘�‰�•�À��

rekombinace.   

���’�”�ƒ�˜�ƒ���’�‘�•�‘�…�À���•ukleotidov �± �‡�š�…�‹�œ�•�À���”�‡�’�ƒ�”�ƒ�…�‡ 

���‘�� �‘�’�”�ƒ�˜�›�� �������� �ƒ�� �œ�ž�”�‘�˜�‡�Ò�� �‘�…�Š�”�ƒ�•�›�� �’�â�‡�†�� �’�õ�•�‘�„�‡�•�À�•�� �•�³�•�–�‡�”�ý�…�Š�� �������� �‹�•�†�—�•�—�Œ�À�…�À�…�Š��

�«�‹�•�‹�†�‡�Ž�á�� �œ�‡�Œ�•�±�•�ƒ�� �’�ƒ�•�� �”�‡�ƒ�•�–�‹�˜�•�À�…�Š�� �ƒ�Ž�†�‡�Š�›�†�õ�á�� �Œ�‡�� �œ�ƒ�’�‘�Œ�‡�•�ƒ�� �‹���•�—�•�Ž�‡�‘�–�‹�†�‘�˜�ž�� �‡�š�…�‹�œ�•�À�� �”�‡�’�ƒ�”�ƒ�…�‡��

(NER)�á�� �•�–�‡�”�ž�� �—�•�‘���Ò�—�Œ�‡���‘�’�”�ƒ�˜�‡�•�À�� �������� �•�•�”�œ�‡�� �–�˜�‘�”�„�—���Œ�‡�†�•�‘�˜�Ž�ž�•�•�‘�˜�ý�…�Š���œ�Ž�‘�•�õ�� �˜ �â�‡�–�³�œ�…�‹�� ��������

(Nakano et al. 2007, 2009)�ä�� ���‹�‰�•�ž�Ž�‡�•�� �’�”�‘�� �˜�›�—���‹�–�À�� �–�±�–�‘�� �†�”�ž�Š�›�� �Œ�‡�� �’�”�ƒ�˜�†�³�’�‘�†�‘�„�•�³�� �”�›�…�Š�Ž�ý��

�•�ž�”�õ�•�–���˜�‡�Ž�•�±�Š�‘�� �•�•�‘���•�–�˜�À���������á���Œ�‡�Ž�‹�•�‘�����•�ƒ�’�â�ä���˜ �•�˜�ƒ�•�‹�•�•�ž�…�Š��Saccharomyces cerevisiae je NER 

�†�õ�Ž�‡���‹�–�ž�� �’�â�‹�� �‘�’�”�ƒ�˜�³�� �������� �˜�œ�•�‹�•�Ž�ý�…�Š�� �˜ �†�õ�•�Ž�‡�†�•�—�� �•�”�ž�–�•�±�Š�‘�� �’�õ�•�‘�„�‡�•�À�� �˜�›�•�‘�•�ý�…�Š�� �•�‘�•�…�‡�•�–�”�ƒ�…�À��

formaldehydu (de Graaf et al. 2009, Stingele et al. 2014).  

Z �˜�ý�•�Ž�‡�†�•�õ�� �•�–�—�†�‹�À�� �Œ�‡�� �–�ƒ�•�±�� �’�ƒ�–�”�•�±�á�� ���‡�� �Œ�‡�� �–�‡�•�–�‘�� �‘�’�”�ƒ�˜�•�ý�� �•�›�•�–�±�•�� �•�˜�õ�Ž�‹�� �•�˜�±�� �•�–�”�—�•�–�—�â�‡��

�•�…�Š�‘�’�‡�•�� �‘�†�•�–�”�ƒ�•�‹�–�� �’�‘�—�œ�‡�� �•�ƒ�Ž�±�� �’�”�‘�–�‡�‹�•�‘�˜�±�� �ƒ�†�—�•�–�›�� �‘�� �•�ƒ�š�‹�•�ž�Ž�•�À�� �˜�‡�Ž�‹�•�‘�•�–�‹�� �1�s�v�� �•���ƒ����

v �’�â�À�’�ƒ�†�³�� �„�ƒ�•�–�‡�”�‹�À��(Minko & 2002, Nakano et al. 2007), �†�‘�� �s�r�� �•���ƒ�� �—�� �˜�›�æ�æ�À�…�Š�� �‘�”�‰�ƒ�•�‹�•�•�õ��

(Reardon & Sancar 2006, Nakano et al. 2009). 

�l�«�ƒ�•�–���Š�‘�•�‘�Ž�‘�‰�•�À���”�‡�•�‘�•�„�‹�•�ƒ�…�‡ 

�
�‹�•�‘�—�� �•�‘���•�‘�•�–�À�á�� �Œ�ƒ�•�� �•�‡�� �„�—�Ò�•�ƒ�� �†�‘�•�ž���‡�� �…�Š�”�ž�•�‹�–�� �’�â�‡�†�� �’�õ�•�‘�„�‡�•�À�•�� �”�‡�ƒ�•�–�‹�˜�•�À�…�Š�� �«�‹�•�‹�†�‡�Ž��

�‹�•�†�—�•�—�Œ�À�…�À�…�Š�� �������á�� �Œ�‡�� �����ä�� ���–�”�ž�–�ƒ�� �‰�‡�•�õ�� �’�”�‘�� ������ �˜�›�˜�‘�Ž�ž�˜�ž�� �—�� �„�—�•�³�•�� �œ�˜�ý�æ�‡�•�‘�—�� �•�‡�•�œ�‹�–�‹�˜�‹�–�—��

k �”�‡�ƒ�•�–�‹�˜�•�À�•�� �ƒ�Ž�†�‡�Š�›�†�õ�•�ä�� ���ž�œ�‘�”�•�ý�•�� �’�â�À�•�Ž�ƒ�†�‡�•�� �•�õ���‡�� �„�ý�–�� �†�‡�Ž�‡�…�‡�� �‰�‡�•�õ��recA a recB 

v �„�ƒ�•�–�‡�”�‹�À�…�Š��E. coli �œ�’�õ�•�‘�„�—�Œ�À�…�À�� �œ�˜�ý�æ�‡�•�À�� �…�‹�–�Ž�‹�˜�‘�•�–�‹�� �„�—�•�³�•�� �•�ƒ�� �…�›�–�‘�–�‘�š�‹�…�•�±�� �’�õ�•�‘�„�‡�•�À��

formaldehydu a azacytidinu (Nakano et al. 2007)�ä�� ���–�‡�Œ�•�ý�� �‡�ˆ�‡�•�–�� �„�›�Ž�� �’�‘�œ�‘�”�‘�˜�ž�•�� �‹�� �’�â�‹�� �†�‡�Ž�‡�…�‹��

genu RAD52 �—���„�—�•�³�•��S. cerevisiae (Stingele et al. 2014). 

Z �†�‘�•�ƒ�˜�ƒ�†�•�À�…�Š�� �˜�ý�•�Ž�‡�†�•�õ�� �•�–�—�†�‹�À�� �˜�›�’�Ž�À�˜�ž�á�� ���‡�� ������ �”�‡�•�–�ƒ�”�–�—�Œ�‡�� �”�‡�’�Ž�‹�•�ƒ�«�•�À�� �˜�‹�†�Ž�‹�«�•�›��

�„�Ž�‘�•�‘�˜�ƒ�•�±�� �������á�� �ƒ�� �œ�ƒ�Œ�‹�æ�ë�—�Œ�‡�� �‘�’�”�ƒ�˜�—�� �†�˜�‘�—�˜�Ž�ž�•�•�‘�˜�ý�…�Š�� �œ�Ž�‘�•�õ�� �˜�œ�•�‹�•�Ž�ý�…�Š�� �˜�� �†�õ�•�Ž�‡�†�•�—��

�ƒ�•�—�•�—�Ž�ƒ�…�‡�� �������� �«�‹�� �‘�’�”�ƒ�˜�›�� �������� �’�‘�•�‘�…�À�� �������� �•�‘�•�’�Ž�‡�š�—�� ��Ide et al. 2011)�ä�� �l�«�ƒ�•�–�� ������

v toleranci DP�����Œ�‡���’�‘�†�’�‘�â�‡�•�ƒ���˜�ý�•�Ž�‡�†�•�›���•�–�—�†�‹�‡��(Nakano et al. 2009)�á���•�†�‡���œ�–�”�ž�–�ƒ���‰�‡�•�õ���’�”�‘��������

�˜�‡�†�Ž�ƒ���—���•�ƒ�˜�«�À�…�Š���„�—�•�³�•���• �ƒ�•�—�•�—�Ž�ƒ�…�‹���†�˜�‘�—�˜�Ž�ž�•�•�‘�˜�ý�…�Š���œ�Ž�‘�•�õ���������ä�����”�‘���–�‘�Ž�‡�”�ƒ�•�…�‹�����������’�‘�•�‘�…�À��

�������Œ�‡���•�ƒ�˜�À�…���•�‡�œ�„�›�–�•�ž���ˆ�—�•�•�…�‡���•�—�•�Ž�‡�ƒ�•�›��Mre11 (Hoa et al. 2016). 
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 ���ƒ�Œ�À�•�ƒ�˜�±�� �Œ�•�‘�—�� �’�ƒ�•�� �˜�ý�•�Ž�‡�†�•�›�� �˜�ý�œ�•�—�•�—�� ��de Graaf et al. 2009���� �’�‘�—�•�ƒ�œ�—�Œ�À�…�À�� �•�ƒ��

�”�‘�œ�†�À�Ž�•�‘�—���”�‘�Ž�‹�����������ƒ���������’�â�‹���‘�’�”�ƒ�˜�³���������ä�����ƒ���”�‘�œ�†�À�Ž���‘�†���‰�‡�•�õ���’�”�‘�����������˜�‡�†�Ž�ƒ���†�‡�Ž�‡�…�‡���������‰�‡�•�õ��

MRE11, RAD50, RAD52 v �•�˜�ƒ�•�‹�•�•�‘�˜�ý�…�Š�� �„�—�Ò�•�ž�…�Š�� �•�‡�� �œ�˜�ý�æ�‡�•�À�� �…�‹�–�Ž�‹�˜�‘�•�–�‹�� �•�ƒ�� �†�Ž�‘�—�Š�‘�†�‘�„�±��

�’�õ�•�‘�„�‡�•�À�� �•�À�œ�•�ý�…�Š �†�ž�˜�‡�•�� �ˆ�‘�”�•�ƒ�Ž�†�‡�Š�›�†�—�ä�� ���ý�•�Ž�‡�†�•�›�� �•�–�—�†�‹�À�� �†�ž�Ž�‡�� �—�•�ƒ�œ�—�Œ�À�á�� ���‡�� �‘�’�”�‘�–�‹�� �������� �•�‡�•�À��

�«�‹�•�•�‘�•�–�� ������ �•�‹�•�–�‡�”�ƒ�•�� �‘�•�‡�œ�‡�•�ƒ�� �˜�‡�Ž�‹�•�‘�•�–�À�� �’�”�‘�–�‡�‹�•�‘�˜�±�� �«�ž�•�–�‹�� �•�ƒ�˜�ž�œ�ƒ�•�±�� �•�ƒ�� �������ä�� �� E. coli byly 

�‘�„�Œ�‡�•�•�³�Œ�æ�À�� �������� �˜�ý�Š�”�ƒ�†�•�³�� �œ�’�”�ƒ�…�‘�˜�ž�˜�ž�•�›�� �’�‘�•�‘�…�À�� �����á�� �œ�â�‡�Œ�•�³�� �–�‡�†�›�� �’�â�‡�†�•�–�ƒ�˜�—�Œ�‡��

�—�•�‹�˜�‡�”�•�ž�Ž�•�³�Œ�æ�À���•�‡�…�Š�ƒ�•�‹�•�•�—�•��tolerance DPC (Nakano et al. 2007, 2009). 

���”�ž�Š�ƒ���	�ƒ�•�…�‘�•�‹�Š�‘���ƒ�•�±�•�‹�‡ 

�l�«�ƒ�•�–���	�ƒ�•�…�‘�•�‹���ƒ�•�‡�•�‹�ƒ���†�”�ž�Š�›�����	�������’�â�‹���‘�’�”�ƒ�˜�³�����������Œ�‡���†�‘�’�‘�•�—�†���”�‘�œ�’�‘�”�—�’�Ž�•�ž�ä�����‡�Ž�‡�…�‡��

�‰�‡�•�õ�� �	���� �†�”�ž�Š�›�� �˜�‡�†�‡�� �•�‡�� �œ�˜�ý�æ�‡�•�À�� �…�‹�–�Ž�‹�˜�‘�•�–�‹�� �„�—�•�³�•�� �•�ƒ�� �’�õ�•�‘�„�‡�•�À�� �������� �‹�•�†�—�•�—�Œ�À�…�À�…�Š�� �Ž�ž�–�‡�•��- 

�”�‡�ƒ�•�–�‹�˜�•�À�…�Š�� �ƒ�Ž�†�‡�Š�›�†�õ��(Garaycoechea et al. 2012)�á�� �‡�•�œ�›�•�‘�˜�ý�…�Š�� �Œ�‡�†�õ��- �•�—�’�â�ä�� �w-aza-�t�•-

�†�‡�‘�š�›�…�›�–�‹�†�‹�•�—�� �œ�ƒ�…�Š�›�…�—�Œ�À�…�À�� ������-methyltransferasu 1 (Orta et al. 2013) �«�‹�� ���������� �‹�•�Š�‹�„�‹�–�‘�”�õ��

(Murai et al. 2012)�ä�����‹�…�•�±�•�³�á���’�â�‹���•�–�—�†�‹�—���‘�’�”�ƒ�˜���’�Ž�ƒ�•�•�‹�†�õ���•�����������’�”�‘�˜�ž�†�³�•�ý�…�Š���˜�‡���˜�ƒ�Œ�‡�«�•�ý�…�Š��

extraktech X. laevis bylo do�•�ž�œ�ž�•�‘�á�����‡���‘�†�•�–�”�ƒ�•�³�•�À��FANCD2�á���Œ�‡�†�•�±���œ �Š�Ž�ƒ�˜�•�À�…�Š���•�‘�•�’�‘�•�‡�•�–���	����

�†�”�ž�Š�›�á �•�‡�•�³�Ž�‘���•�ƒ���‘�’�”�ƒ�˜�—�����������’�”�‘�„�À�Š�ƒ�Œ�À�…�À���• �”�‡�’�Ž�‹�•�ƒ�…�À�����ž�†�•�ý���˜�Ž�‹�˜��(Duxin et al. 2014)�ä�����ƒ�˜�À�…�á��

�„�—�Ò�•�›���’�‘�•�–�”�ž�†�ƒ�Œ�À�…�À���	���������t���•�‡�˜�›�•�ƒ�œ�‘�˜�ƒ�Ž�›���‘�’�”�‘�–�‹���������„�—�Ò�•�ž�•���œ�˜�ý�æ�‡�•�±���•�•�‘���•�–�˜�À��DPC, ani u 

�•�‹�…�Š�� �•�‡�„�›�Ž�ƒ�� �œ�ƒ�œ�•�ƒ�•�‡�•�ž�•�ƒ�� �œ�•�³�•�ƒ�� �˜ �‘�’�”�ƒ�˜�³�� �������� �˜�œ�•�‹�•�Ž�ý�…�Š�� �˜ �†�õ�•�Ž�‡�†�•�—�� �’�õ�•�‘�„�‡�•�À��

formaldehydu (Stingele et al. 2016)�ä�����†�ž���•�‡���–�ƒ�•�á�����‡���ï�Ž�‘�Š�ƒ���	�����†�”�ž�Š�›���’�â�‹���‘�’�”�ƒ�˜�³�����������•�‘�—�˜�‹�•�À��

�•�’�À�æ�‡�� �•�� �‘�’�”�ƒ�˜�‘�—�� �•�‡�œ�‹-�˜�Ž�ž�•�•�‘�˜�ý�…�Š�� �’�”�‘�•�â�À���‡�•�À�� �˜�›�˜�‘�Ž�ƒ�•�ý�…�Š�� �”�‡�ƒ�•�–�‹�˜�•�À�•�‹�� �«�‹�•�‹�†�Ž�›�� �•�‡���� �•�‡��

samotnou opravou DPC. 

3.2.2 Role proteo �Ž�›�–�‹�…�•�ý�…�Š���‡�•�œ�›�•�õ���’�â�‹���‘�’�”�ƒ�˜�³�������� 

K �‘�…�Š�”�ƒ�•�•�ý�•���•�‡�…�Š�ƒ�•�‹�•�•�õ�•���œ�ƒ�Œ�‹�æ�ë�—�Œ�À�…�À�•���‹�•�–�‡�‰�”�‹�–�—���ƒ���•�–�ƒ�„�‹�Ž�‹�–�—�����������’�â�‹�„�›�Ž�ƒ���”�‡�Ž�ƒ�–�‹�˜�•�³��

�•�‡�†�ž�˜�•�‘�� �‘�„�Œ�‡�˜�‡�•�ž�á�� �ƒ�˜�æ�ƒ�•�� �•�‡�•�•�À�”�•�³�� �†�õ�Ž�‡���‹�–�ž�á���’�”�‘�–�‡�‘�Ž�›�–�‹�…�•�ž���‘�’�”�ƒ�˜�ƒ���������ä�� ���‡�•�–�‘�� �—�•�‹�˜�‡�”�œ�ž�Ž�•�À��

�‘�’�”�ƒ�˜�•�ý�� �•�‡�…�Š�ƒ�•�‹�•�•�—�•�� �Œ�‡ �•�‘�•�œ�‡�”�˜�‘�˜�ž�•�� �—�� �˜�›�æ�æ�À�…�Š�� �‹�� �•�‹���æ�À�…�Š�� �‡�—�•�ƒ�”�›�‘�–�á�� �ƒ�˜�æ�ƒ�•�� �†�‘�’�‘�•�—�†�� �•�‡�„�›�Ž��

�’�‘�œ�‘�”�‘�˜�ž�•���—���„�ƒ�•�–�‡�”�‹�À��(Stingele et al. 2014, Vaz et al. 2016). 

���•�‹�˜�‡�”�œ�ž�Ž�•�‘�•�–�� �’�”�‘�–�‡�ƒ�•�� �’�â�‹�� �‘�’�”�ƒ�˜�³�� �������� �•�’�‘�«�À�˜�ž�� �˜�� �Œ�‡�Œ�‹�…�Š���•�À�œ�•�±���•�—�„�•�–�”�ž�–�‘�˜�±���•�’�‡�…�‹�ˆ�‹�–�³�á��

�•�–�‡�”�ž�� �—�•�‘���Ò�—�Œ�‡�� �æ�–�³�’�‡�•�À�á�� �’�”�ƒ�˜�†�³�’�‘�†�‘�„�•�³�� �Œ�ƒ�•�±�•�‘�Ž�‹�˜�� �’�”�‘�–�‡�‹�•�‘�˜�±�� �•�Ž�‘���•�›�� �������� �œ�ƒ�…�Š�›�…�‡�•�±�� �•�ƒ 

�˜�Ž�ž�•�•�‡�…�Š����������(Stingele et al. 2014, 2016). 

���”�‘�–�‡�‘�Ž�›�–�‹�…�•�ž�� �‘�’�”�ƒ�˜�ƒ�� �Œ�‡�� �‹�•�†�—�•�‘�˜�ž�•�ƒ�� �œ�ƒ�•�–�ƒ�˜�‡�•�À�•�� �”�‡�’�Ž�‹�•�ƒ�«�•�À�Š�‘�� �ƒ�’�ƒ�”�ž�–�—�� �˜ �†�õ�•�Ž�‡�†�•�—��

�’�â�À�–�‘�•�•�‘�•�–�‹�� �������á�� �•�–�‡�”�±�� �„�Ž�‘�•�—�Œ�‡�� �’�‘�•�–�—�’�� �Š�‡�Ž�‹�•�ƒ�•�� �•�ƒ�� �˜�‡�†�‘�—�…�À�•�� �˜�Ž�ž�•�•�³�� �«�‹�� �’�‘�Ž�›�•�‡�”�ƒ�•�� �•�ƒ��

�‘�’�‘���®�—�Œ�À�…�À�•���•�‡���˜�Ž�ž�•�•�³���������ä�����‘���æ�–�³�’�‡�•�À���’�”�‘�–�‡�‹�•�‘�˜�±���•�Ž�‘���•�›���‘�’�”�ƒ�˜�•�‘�—���’�”�‘�–�‡�ƒ�•�‘�—���œ�õ�•�–�ž�˜�ž���•�ƒ��

�������� �•�ƒ�˜�ž�œ�ž�• �•�ƒ�Ž�ý�� �’�‡�’�–�‹�†�‘�˜�ý�� �œ�„�›�–�‡�•�á�� �•�–�‡�”�ý�� �Œ�‹���� �•�‡�„�”�ž�•�À�� �’�‘�•�–�—�’�—�� �Š�‡�Ž�‹�•�ƒ�•�á�� �ƒ�Ž�‡�� �†�ž�Ž�‡�� �„�Ž�‘�•�—�Œ�‡��

�«�‹�•�•�‘�•�–�� �’�‘�Ž�›�•�‡�”�ƒ�•�ä�� �� ���†�†�³�Ž�‡�•�À�� �«�‹�•�•�‘�•�–�‹�� �Š�‡�Ž�‹�•�ƒ�•�� �‘�†�� �’�‘�Ž�›�•�‡�”�ƒ�•�� �œ�’�õ�•�‘�„�—�Œ�‡�� �Š�”�‘�•�ƒ�†�³�•�À��

�Œ�‡�†�•�‘�˜�Ž�ž�•�•�‘�˜�±�� �������á�� �Œ�‡���� �˜�›�˜�‘�Ž�ž�� �—�„�‹�•�˜�‹�–�‹�•�ƒ�…�‹�� �ƒ�� �•�—�•�‘�›�Ž�ƒ�…�‹�� �’�”�‘�–�‡�‹�•�—�� �������������‘�Ž�u�r�’��

v �•�˜�ƒ�•�‹�•�•�ž�…�Š�ä�� ���‡�•�–�‘�� �’�”�‘�–�‡�‹�•�á�� �‹�•�†�—�•�—�Œ�‡�� �•�ƒ�Š�”�ƒ�œ�‡�•�À�� �„�Ž�‘�•�‘�˜�ƒ�•�ý�…�Š�� �’�‘�Ž�›�•�‡�”�ƒ�•�� �œ�ƒ��



 

15 

�•�—�–�ƒ�‰�‡�•�•�À �–�”�ƒ�•�•�Ž�‡�•�•�À���’�‘�Ž�›�•�‡�”�ƒ�•�›�á���•�–�‡�”�±���’�‘�•�”�ƒ�«�—�Œ�À���˜���•�›�•�–�±�œ�‡�����������‹���’�â�‡�•���’�‡�’�–�‹�†�‘�˜�ý���œ�„�›�–�‡�•�ä��

���‡�’�–�‹�†�‘�˜�ý���œ�„�›�–�‡�•���•�õ���‡���„�ý�–���‘�†�•�–�”�ƒ�•�³�•���‹���’�‘�•�‘�…�À���˜�ý�æ�‡���—�˜�‡�†�‡�•�ý�…�Š���‘�’�”�ƒ�˜�•�ý�…�Š���•�‡�…�Š�ƒ�•�‹�•�•�õ���� 

NER, Tdp1p a Tdp2p (Hoege et al. 2002, Duxin et al. 2014, Stingele et al. 2014). 

���‘�’�‘�•�—�†���„�›�Ž�›���‹�†�‡�•�–�‹�ˆ�‹�•�‘�˜�ž�•�›���†�˜�³���’�”�‘�–�‡�ƒ�•�›���œ�ƒ�Œ�‹�æ�ë�—�Œ�À�…�À���’�”�‘�–�‡�‘�Ž�›�–�‹�…�•�‘�—���‘�’�”�ƒ�˜�—���������á���ƒ��

�–�‘���•�˜�ƒ�•�‹�•�•�‘�˜�ž���•�‡�–�ƒ�Ž�‘�’�”�‘�–�‡�ƒ�•�ƒ��Wss1p ���œ���ƒ�•�‰�Ž�ä�����‡�ƒ�•�����—�’�’�”�‡�•�‘�”���‘�ˆ�����•�–�u�����ƒ���Œ�‡�Œ�À���•�ƒ�˜�«�À���‘�”�–�‘�Ž�‘�‰��

Spartan ���������s�� �•�‡�„�‘�� �–�ƒ�•�±�� �����������á�� �œ�� �ƒ�•�‰�Ž�ä�� ���’rT-like domain-containing protein Spartan). 

���„�ƒ���–�›�–�‘���’�”�‘�–�‡�‹�•�›���•�’�ƒ�†�ƒ�Œ�À���†�‘���•�‹�•�‹�‰�Ž�—�…�‹�•�‹�•�‘�˜�±���’�‘�†�•�•�—�’�‹�•�›���œ�‹�•�•�‘�˜�ý�…�Š���•�‡�–�ƒ�Ž�‘�’�‡�’�–�‹�†�ƒ�•�á���•�–�‡�”�±��

�•�‡�� �˜�›�œ�•�ƒ�«�—�Œ�À�� �’�â�À�–�‘�•�•�‘�•�–�À�� �•�‘�•�œ�‡�”�˜�‘�˜�ƒ�•�±�Š�‘�� �•�‘�–�‹�˜�—�� ������������ �–�˜�‘�â�À�…�À�� �ƒ�•�–�‹�˜�•�À�� �•�À�•�–�‘�� �‡�•�œ�›�•�—��

(Stingele et al. 2014, 2016, Vaz et al. 2016, Yang et al. 2017)�ä�� ���‡�†�Ž�‡�� ������������ �•�‘�–�‹�˜�—�� �•�ƒ�Œ�À��

���•�•�s�� �‹�� ������������ �’�‘�†�‘�„�•�‘�—�� �‘�”�‰�ƒ�•�‹�œ�ƒ�…�‹�� �’�”�‘�–�‡�‹�•�‘�˜�ý�…�Š�� �†�‘�•�±�•�� �ƒ�� �•�†�À�Ž�‡�Œ�À�� �—�”�«�‹�–�±�� �•�’�‡�…�‹�ˆ�‹�…�•�±��

vlastnosti (Balakirev et al. 2015)�ä�� ���•�‹�•�ž�–�•�À�� �…�Š�ƒ�”�ƒ�•�–�‡�”�‹�•�–�‹�…�•�ý�� �’�”�˜�‡�•�� �–�³�…�Š�–�‘�� �’�”�‘�–�‡�ƒ�•�� �Œ�‡��

�œ�ž�˜�‹�•�Ž�‘�•�–�� �Œ�‡�Œ�‹�…�Š�� �’�”�‘�–�‡�‘�Ž�›�–�‹�…�•�±�� �ƒ�•�–�‹�˜�‹�–�›�� �•�ƒ�� �’�â�À�•�±�� �«�‹�� �œ�’�”�‘�•�–�â�‡�†�•�‘�˜�ƒ�•�±�� �˜�ƒ�œ�„�³�� �• DNA (Stingele 

et al. 2014, 2016, Lopez-Mosqueda et al. 2016)�ä�����•�–�‹�˜�‹�–�ƒ�����•�•�s���ƒ���������������Œ�‡���†�ž�Ž�‡���•�–�‹�•�—�Ž�‘�˜�ž�•�ƒ��

�˜�ƒ�œ�„�‘�—���—�„�‹�•�˜�‹�–�‹�•�—���•�‡�„�‘�� ���������� �’�”�‘�–�‡�‹�•�õ���•�•�”�œ�‡���‹�•�–�‡�”�ƒ�•�«�•�À���†�‘�•�±�•�›�á�� �•�–�‡�”�±���Œ�•�‘�—���—�•�À�•�–�³�•�›�� �•�ƒ��

C-konci proteinu (Centore et al. 2012, Stingele et al. 2014) �ƒ�� �‹�•�–�‡�”�ƒ�•�…�À�� �•�� �������� �������ƒ�•�‘�—��

Cdc48/p97/VCP (z angl. Cell Division Cycle) (Ghosal et al. 2012, Stingele et al. 2014).  

 Wss1p v Saccharomyces cerevisiae 

���˜�ƒ�•�‹�•�•�‘�˜�ž���•etalo(endo)peptidasa Wss1p je �’�”�˜�•�À���‘�„�Œ�‡�˜�‡�•�‘�—���’�”�‘�–�‡�ƒ�•�‘�— �ï�«�ƒ�•�–�•�À�…�À��

�•�‡�� �‘�’�”�ƒ�˜�›�� �’�‘�æ�•�‘�œ�‡�•�±�� �������ä�� ���Ž�À�«�‘�˜�‘�—�� �•�–�—�†�‹�À�� �‘�†�Š�ƒ�Ž�—�Œ�À�…�À�� �”�‘�Ž�‹�� ���•�•�sp �ƒ�� �Œ�‡�Œ�À�� �ˆ�—�•�•�«�•�À��

�…�Š�ƒ�”�ƒ�•�–�‡�”�‹�•�–�‹�•�›�� �„�›�Ž�� �˜�ý�œ�•�—�•�� �’�”�‘�˜�ž�†�³�•�ý�� �˜ �•�˜�ƒ�•�‹�•�•�ž�…�Š��Saccharomyces cerevisiae, �†�‘�•�ƒ�œ�—�Œ�À�…�À��

�ï�«�ƒ�•�–�� �–�±�–�‘�� �’�”�‘�–�‡�ƒ�•�›�� �’�â�‹�� �‘�’�”�ƒ�˜�³�� �•�‘�˜�ƒ�Ž�‡�•�–�•�³�� �œ�ƒ�…�Š�›�…�‡�•�±�� ���‘�’�sp �’�‘�� �’�õ�•�‘�„�‡�•�À�� �ˆ�‘�”�•�ƒ�Ž�†�‡�Š�›du  

(Stingele et al. 2014). 

Wss1 �Œ�‡�� �t�x�{�� �ƒ�•�‹�•�‘�•�›�•�‡�Ž�‹�•�� �†�Ž�‘�—�Š�ý�� �’�”�‘�–�‡�‹�•�� �•�×�†�‘�˜�ƒ�•�ý�� �•�ƒ�� �…�Š�”�‘�•�‘�•�‘�•�—�� �«�ä�� �������ä�� �
�‡ 

�•�‘�—�«�ž�•�–�À�� �’�‘�†�•�•�—�’�‹�•�›�� �������� ���œ�� �ƒ�•�‰�ä�� ���•�•�s-�Ž�‹�•�‡�� �•�‡�–�ƒ�Ž�Ž�‘�’�”�‘�–�‡�ƒ�•�‡���� �œ�‹�•�•�‘�˜�ý�…�Š�� �•�‡�–�ƒ�Ž�‘�’�”�‘�–�‡�ƒ�•. 

�,�Ž�‡�•�‘�˜�±���’�”�‘�–�‡�‹�•�‘�˜�±�����������”�‘�†�‹�•�›���•�‡���˜�›�•�•�›�–�—�Œ�À���—���•�˜�ƒ�•�‹�•�‡�•�á���Š�—�„���ƒ���”�‘�•�–�Ž�‹�•�á���ƒ�Ž�‡���…�Š�›�„�À���—���œ�˜�À�â�ƒ�–���ƒ��

�„�ƒ�•�–�‡�”�‹�À (Lakshminarayan et al. 2004, Balakirev et al. 2015). 

Struktura proteinu Wss1 se �•�‡�•�–�ž�˜�ž�� �œ N-�•�‘�•�…�‘�˜�±�� �’�”�‘�–�‡�ƒ�•�‘�˜�±�� �†�‘�•�±�•�› WLM 

�‘�„�•�ƒ�Š�—�Œ�À�…�À�� �ƒ�•�–�‹�˜�•�À�� �•�À�•�–�‘ �–�˜�‘�â�‡�•�±�� �ƒ�•�‹�•�‘�•�›�•�‡�Ž�‹�•�ƒ�•�‹��H115, E116, H119 ���•�‘�—�«�ž�•�–�� �•�‡�•�˜�‡�•�…�‡��

HEXXH) a H125, kter�±���•�’�‘�Ž�‡�«�•�³���˜�ž���‘�—���‹�‘�•���œ�‹�•�•�—����viz obr. 4-1, 4-2 ���ä�����ƒ�–�ƒ�Ž�›�–�‹�…�•�±���•�À�•�–�‘���•�õ���‡��

�„�ý�–�� �‹�•�ƒ�•�–�‹�˜�‘�˜�ž�•�‘�� �•�ƒ�Š�”�ƒ�œ�‡�•�À�•�� �•�‡�‰�ƒ�–�‹�˜�•�³�� �•�ƒ�„�‹�–�±�Š�‘�� ���s�s�x�� �œ�ƒ�� �•�‡�—�–�”�ž�Ž�•�À glutamin (Stingele et 

al. 2014). ���ƒ�–�‘�� �•�—�–�ƒ�…�‡�� �œ�’�õ�•�‘�„�—�Œ�‡�� �œ�•�³�•�—�� �’�‘�˜�”�…�Š�‘�˜�±�Š�‘�� �•�ž�„�‘�Œ�‡�� �ƒ�•�–�‹�˜�•�À�Š�‘�� �•�À�•�–�ƒ�� �œ �•�À�”�•�³��

�•�‡�‰�ƒ�–�‹�˜�•�À�Š�‘�� �•�ƒ�� �’�‘�œ�‹�–�‹�˜�•�À�á �’�â�‹�«�‡�•���� �•�‡�•�À�� �‘�˜�Ž�‹�˜�•�³�•�ƒ�� �…�‡�Ž�•�‘�˜�ž�� �•�–�”�—�•�–�—�”�ƒ�� ���•�•�s�’��(Yang et al. 

2017) (viz obr. 5). ���‡�� �•�–�”�—�•�–�—�â�‡�� ���•�•�s�’�� �Œ�•�‘�—�� �†�ž�Ž�‡�� �’�â�À�–�‘�•�•�›�� �•�‘�–�‹�˜�›�� �������� ���œ�� �ƒ�•�‰�ä�� ������- 

�‹�•�–�‡�”�ƒ�…�–�‹�‘�•�� �•�‘�–�‹�ˆ���� �ƒ�� �������á�� �Œ�‡���� �Œ�•�‘�—�� �•�’�‘�Ž�‡�«�•�³�� �œ�‘�†�’�‘�˜�³�†�•�±�� �œ�ƒ�� �‹�•�–�‡�”�ƒ�•�…�‹�� �•�‡��proteinem Cdc48 

(Stapf et al. 2011, Stingele et al. 2014) (viz obr. 4-3)�ä�� ���‡�œ�‹�� �•�‘�–�‹�˜�›�� �������� �ƒ�� �������� �•�‡�� �†�ž�Ž�‡��
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���—�„�•�–�”�ž�–�‡�•�� ���•�•�s�’�� �Œ�•�‘�—�� �’�”�‘�–�‡�‹�•�‘�˜�±�� �«�ž�•�–�‹�� �‡�•�œ�›�•�ƒ�–�‹�…�•�ý�…�Š�� �‹�� �•�‡�‡�•�œ�›�•�ƒ�–�‹�…�•�ý�…�Š DPC, 

�’�â�‹�«�‡�•���� �ƒ�•�–�‹�˜�‹�–�ƒ�� ���•�•�s�’�� �œ�â�‡�Œ�•�³�� �•�‡�•�À�� �‘mezena strukturou �•�—�„�•�–�”�ž�–�—�ä�� ���õ�•�ƒ�œem jsou 

experimenty, �’�â�‹�� �•�–�‡�”�ý�…�Š�� �„�›�Ž�›��v in vitro �’�‘�†�•�À�•�•�ž�…�Š�� �æ�–�³�’�‡�•�›�� ���‘�’�s�’�á��histony H1 i 3-

hydroxy-3-methylglutaryl-koenzym A reduktasa (Stingele et al. 2014). 

���”�‘�–�‡�‘�Ž�›�–�‹�…�•�ž���ƒ�•�–�‹�˜�‹�–�ƒ�����•�•�s�’���Œ�‡���”�‡�‰�—�Ž�‘�˜�ž�•�ƒ���•�³�•�‘�Ž�‹�•�ƒ���•�‡�…�Š�ƒ�•�‹�•�•�›�ä�����”�˜�•�À�•���œ nich je 

�Œ�‡�Œ�À�� �œ�ž�˜�‹�•�Ž�‘�•�–�� �•a interakci s DNA. Ve studii (Stingele et al. 2014) �Œ�‡�� �’�”�‘�•�ž�œ�ž�•�‘�� �æ�–�³�’�‡�•�À��

�–�‡�•�–�‘�˜�ƒ�•�ý�…�Š�� �•�—�„�•�–�”�ž�–�õ��in vitro �’�‘�� �’�â�‹�†�ž�•�À�� �������á�� �œ�‡�Œ�•�±�•�ƒ�� �Œ�‡�†�•�‘�˜�Ž�ž�•�•�‘�˜�±�á�� �’�â�‹�«�‡�•���� �æ�–�³�’�‡�•�›��

�„�›�Ž�›���’�‘�—�œ�‡���’�”�‘�–�‡�‹�•�›���•�‡���•�…�Š�‘�’�•�‘�•�–�À���˜�ƒ�œ�„�›���•�ƒ���������ä ���ƒ�Ž�ƒ�•�‹�”�‡�˜���ƒ���•�‘�Ž�‡�‰�‘�˜�± �‘�˜�æ�‡�•���’�”�‘�•�ƒ�œ�—�Œ�À���‹��

�æ�–�³�’�‡�•�À�� ���†�…�v�z�’��(Balakirev et al. 2015)�á�� �•�–�‡�”�ý�� �‹�•�–�‡�”�ƒ�‰�—�Œ�‡�� �• ���•�•�s�’�á�� �ƒ�Ž�‡�� �•�ž�•�� �•�‡�†�‹�•�’�‘�•�—�Œ�‡��

�•�…�Š�‘�’�•�‘�•�–�À���˜�ž�œ�ƒ�–���•�‡���•�ƒ���������ä�����–�‡�Œ�•�ž���’�”�ž�…�‡���†�ž�Ž�‡ pak ukazuje�á�����‡���’�”�‘�–�‡�‘�Ž�›�–�‹�…�•�ž���ƒ�•�–�‹�˜�‹�–�ƒ �•�õ���‡��

�„�ý�–�� �•�ƒ�•�À�•�–�‘�� �������� �ƒ�•�–�‹�˜�‘�˜�ž�•�ƒ i thiol-�•�‘�†�‹�ˆ�‹�•�—�Œ�À�…�À�•�‹�� �«�‹�•�‹�†�Ž�›�ã��thiramem a octanem p-

�ƒ�•�‹�•�‘�ˆ�‡�•�›�Ž�”�–�—�ë�•�ƒ�–�ý�•�ä�� �� �˜�ý�•�Ž�‡�†�•�õ�� �ƒ�—�–�‘�â�‹�� �—�•�—�œ�—�Œ�À�á�� ���‡�� �•�–�‡�Œ�•�³�� �Œ�ƒ�•�‘�� �•�³�•�–�‡�”�±�� �†�ƒ�Ž�æ�À��

metalopro�–�‡�ƒ�•�›�� �Œ�‡�� ���•�•�s�� �”�‡�‰�—�Ž�‘�˜�ž�•�ƒ�� �•�‡�…�Š�ƒ�•�‹�•�•�‡�•�� �…�›�•�–�‡�‹�•�‘�˜�±�Š�‘�� �•�’�À�•�ƒ�«�‡�á�� �•�†�›�� �Œ�‡�� �ƒ�•�–�‹�˜�•�À��

�•�À�•�–�‘�� �‹�•�Š�‹�„�‘�˜�ž�•�‘�� �•�‡�‰�ƒ�–�‹�˜�•�³�� �•�ƒ�„�‹�–�‘�—�� ��-�•�‘�•�…�‘�˜�‘�—�� �«�ž�•�–�À�� ���•�•�s�’�� �•�‡�•�‘�—�…�À�� �‹�•�Š�‹�„�‹�«�•�À�� �…�›�•�–�‡�‹�•��

���t�t�x�ä�� ���•�–�‡�”�ƒ�•�…�‡�� �•�Ž�ƒ�†�•�³�� �•�ƒ�„�‹�–�±�� �������� �†�‘�•�±�•�›�� �•�� �������� �•�ž�•�Ž�‡�†�•�³�� �œ�’�õ�•�‘�„�—�Œ�‡�� �•�‘�•�ˆ�‘�”�•�ƒ�«�•�À��

�œ�•�³�•�›�� �—�•�•�ƒ�†�Ò�—�Œ�À�…�À�� �˜�›�–�³�•�•�³�•�À�� ���t�t�x�� �œ�� �ƒ�•�–�‹�˜�•�À�Š�‘�� �•�À�•�–�ƒ�ä��T�—�–�‘�� �–�‡�‘�”�‹�‹�� �’�‘�†�’�‘�”�—�Œ�‡�� �’�â�À�–�‘�•�•�‘�•�–��

�ˆ�Ž�‡�š�‹�„�‹�Ž�•�À���‘�„�Ž�ƒ�•�–�‹���œ�ƒ�����������†�‘�•�±�•�‘�—���˜�ž�œ�ƒ�Œ�À�…�À���������á���Œ�‡�����„�›���•�‘�Š�Ž�ƒ���—�•�‘���Ò�‘�˜�ƒ�–���’�‘�–�â�‡�„�•�ý���‘�Š�›�„�á���‹��

�•�–�”�—�•�–�—�”�•�À�� �’�‘�†�‘�„�•�‘�•�–�À�� �������� �†�‘�•�±�•�›�� �• proabylysinem, �•�–�‡�”�ý�� �Œ�‡�� �”�‡�‰�—�Ž�‘�˜�ž�•�� �’�‘�†�‘�„�•�ým 

mechanismem (Yang et al. 2017). A�•�–�‹�˜�ƒ�…�‡���•�‘�•�ˆ�‘�”�•�ƒ�«�•�À���œ�•�³�•�‘�—���’�‘���˜�ƒ�œ�„�³�����������Œ�‡���œ�•�ž�•�ƒ���‹��

�—���•�ƒ�˜�«�À�Š�‘�������������á���•�†�›���˜azba na jedno�˜�Ž�ž�•�•�‘�˜�‘�— DNA �•�’�‘�—�æ�–�À���ï�’�Ž�•�‘�—���ƒ�•�–�‹�˜�ƒ�…�‹���‡�•�œ�›�•�—�á���…�‘����

�—�•�‘���Ò�—�Œ�‡�� �æ�–�³�’�‡�•�À�� �’�”�‘�–�‡�‹�•�‘�˜�±�Š�‘�� �•�—�„�•�–�”�ž�–�—�ä�� ���ƒ�’�”�‘�–�‹�� �–�‘�•�—�� �˜�ƒ�œ�„�ƒ�� �•�ƒ�� �†�˜�‘�—�˜�Ž�ž�•�•�‘�˜�‘�—�� ��������

�˜�›�˜�‘�Ž�ž�˜�ž���æ�–�³�’�‡�•�À��������������in-trans (Stingele et al. 2016). 

���� ���•�•�s�’�� �Œ�‡�� �”�‡�‰�—�Ž�‘�˜�ž�•�� �æ�–�³�’�‡�•�À�•�� �•�‡�„�‡�� �•�ƒ�•�ƒ�ä�� ����in vitro experimentech bylo 

�’�‘�œ�‘�”�‘�˜�ž�•�‘ �æ�–�³�’�‡�•�À�� ���•�•�s�’��in-trans �’�‘�� �’�â�‹�†�ž�•�À�� �Œ�‡�†�•�‘�˜�Ž�ž�•�•�‘�˜�±�� �‹�� �†�˜�‘�—�˜�Ž�ž�•�•�‘�˜�±�� ������. 

Z �˜�ý�•�Ž�‡�†�•�õ�� �‡�š�’�‡�”�‹�•�‡�•�–�õ�� �Œ�‡�� �–�±���� �’�ƒ�–�”�•�±�á�� ���‡�� �Œ�‡�� �˜�›���ƒ�†�‘�˜�ž�•�ƒ�� �������� �‘�� �Œ�‹�•�–�±�� �•�‹�•�‹�•�ž�Ž�•�À�� �†�±�Ž�…e, 

�’�‘�Š�›�„�—�Œ�À�…�À�� �•�‡ okolo 16 bp (Stingele et al. 2014, Balakirev et al. 2015). Vzhledem k �–�³�•�–�‘��

�•�•�—�–�‡�«�•�‘�•�–�‡�•�� �•�‡�� �–�ƒ�•�� �’�â�‡�†�’�‘�•�Ž�ž�†�ž�á�� ���‡ DNA aktivuje proteolytickou aktivitu Wss1p a 

�•�‘�—�«�ƒ�•�•�³�� �•�Ž�‘�—���À�� �Œ�ƒ�•�‘�� �•�‘�•�‹�«�á�� �•�–�‡�”�ý�� �œ�ƒ�Œ�‹�æ�ë�—�Œ�‡�� �–�³�•�•�±�� �’�â�‹�„�Ž�À���‡�•�À�� ���•�•�s�’�� �ƒ�� �æ�–�³�’�‡�•�±�Š�‘�� �’�”�‘�–�‡�‹�•�—��

(Stingele et al. 2014, Balakirev et al. 2015). 

���•�•�s���•�‡���æ�–�³�’�À���•�ƒ���˜�À�…�‡���•�À�•�–�‡�…�Š���˜ C-oblasti proteinu: ���s�����•�‡�œ�‹���†�‘�•�±�•�ƒ�•�‹�����������ƒ VIM, 

(2) v oblasti SHP, (3) za C-�•�‘�•�…�‡�•�� �������� �†�‘�•�±�•�› (Stingele et al. 2014, Balakirev et al. 

2015, Yang et al. 2017)�ä�� ���ž�� �•�‡�� �’�â�‡�†�’�‘�•�Ž�ž�†�ƒ�–�á�� ���‡�� �•�‡�Œ�’�”�˜�‡�� �†�‘�…�Š�ž�œ�À�� �•�‡�� �æ�–�³�’�‡�•�À�� ���s���� �ƒ�� ���t���á�� �…�‘����

�•�õ���‡�� �œ�ƒ�Œ�‹�æ�ë�‘�˜�ƒ�–�� �œ�˜�ý�æ�‡�•�À�� �’�”�‘�–�‡�‘�Ž�›�–�‹�…�•�±�� �ƒ�•�–�‹�˜�‹�–�›�� �‘�†�•�–�”�ƒ�•�³�•�À�•�� ��-konce s regul�ƒ�«�•�À�•��

�…�›�•�–�‡�‹�•�‡�•�ä�������‘���†�ƒ�Ž�æ�À�•���æ�–�³�’�‡�•�À�����u�����’�ƒ�•���œ�õ�•�–�ž�˜�ž���’�‘�—�œ�‡���•�‘�•�’�ƒ�•�–�•�À���’�”�‘�–�‡�ƒ�•�‘�˜�ž�����������†�‘�•�±�•�ƒ�á��

�•�–�‡�”�ž���•�‡���•�‹�����•�‡�˜�ž���‡���•�ƒ���…�Š�”�‘�•�ƒ�–�‹�•�ä�����‡�•�–�‘���•�”�‘�•���•�õ���‡���•�Ž�‘�—���‹�–���•���‘�…�Š�”�ƒ�•�³���œ�„�›�Ž�ý�…�Š���’�”�‘�–�‡�‹�•�õ���•�ƒ��

�������á���•�‡�„�‘���•���—�•�‘�•�«�‡�•�À���«�‹�•�•�‘�•�–�‹�����•�•�s�’���’�‘���‘�†�•�–�”�ƒ�•�³�•�À���������ä 
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���•�–�‹�˜�‹�–�ƒ�� ���•�•�s�’�� �Œ�‡�� �†�ž�Ž�‡ �”�‡�‰�—�Ž�‘�˜�ž�•�ƒ�� �‹�•�–�‡�”�ƒ�•�…�À�� ��-�•�‘�•�…�‘�˜�ý�…�Š�� �†�‘�•�±�•�� �������s�� �ƒ�� �������t�� �•��

�•�˜�ƒ�•�‹�•�•�‘�˜�ý�•�������������’�”�‘�–�‡�‹�•�‡�•�����•�–�u�ä�������‡�•�–�‘���’�”�‘�–�‡�‹�•���•�‡���ï�«�ƒ�•�–�•�À���•�‹�‰�•�ƒ�Ž�‹�œ�ƒ�…�‡���’�”�‘���’�‘�”�—�æ�‡�•�‘�—��

�������� �ƒ�� �”�‡�‰�—�Ž�ƒ�…�‡�� �‘�’�”�ƒ�˜�•�ý�…�Š�� �•�‡�…�Š�ƒ�•�‹�•�•�õ�� �˜ �•�À�•�–�‡�…�Š�� �’�‘�æ�•�‘�œ�‡�•�À�ä�� ���������›�Ž�‘�˜�ž�•�›�� �Œ�•�‘�— jak 

�œ�ƒ�…�Š�›�…�‡�•�±���’�”�‘�–�‡�‹�•�›�á���•�—�’�â�ä�����‘�’�s (Mao et al. 2000), tak i �‘�’�”�ƒ�˜�•�±���•�‘�•�’�Ž�‡�š�›���ƒ�•�—�•�—�Ž�—�Œ�À�…�À���•�‡��

v �•�À�•�–�‡�…�Š�� �’�‘�æ�•�‘�œ�‡�•�± DNA (Psakhye and Jentsch 2012, Balakirev et al. 2015)�ä�� �� ���ý�•�Ž�‡�†�•�›��

�’�”�˜�•�À�…�Š���•�–�—�†�‹�À���•�ƒ�œ�•�ƒ�«�‘�˜�ƒ�Ž�›�á�����‡���˜�ƒ�œ�„�ƒ�������������Œ�‡���•�‡�œ�„�›�–�•�ž���’�”�‘���’�‘�œ�‘�”�‘�˜�ƒ�•�‘�—���‹�•�‘�’�‡�’�–�‹�†�ƒ�•�‘�˜�‘�—��

�ƒ�•�–�‹�˜�‹�–�—���•�ƒ�� �â�‡�–�³�œ�…�À�…�Š ���������� �’�”�‘�–�‡�‹�•�õ (Mullen et al., 2010���ä�� ���—�–�‘�� �ƒ�•�–�‹�˜�‹�–�—�� �˜�›�˜�”�ƒ�…�À�� �˜�ý�•�Ž�‡�†�•�›��

�˜�ý�œ�•�—�•�— ���–�‹�•�‰�‡�Ž�‡�Š�‘�� �ƒ�� �•�‘�Ž�‡�‰�õ�á�� �•�–�‡�”�±�� �•�‘�—�«�ƒ�•�•�³�� �—�•�ƒ�œ�—�Œ�À�á�� ���‡�� �˜�ƒ�œ�„�ƒ�� ���������� �’�‘�†�’�‘�”�—�Œ�‡ in vivo 

�ƒ�•�–�‹�˜�‹�–�—�� ���•�•�s�’�� �’�â�‹�� �‘�†�•�–�”�ƒ�Ò�‘�˜�ž�•�À�� ���‘�’�s�’�á�� �ƒ�Ž�‡�� �•�‡�•�À�� �’�”�‘�� �•�À�� �œ�…�‡�Ž�ƒ�� �•�‡�œ�„�›�–�•�ž��(Stingele et al. 

2014). ���—�–�‘�â�‹�� �†�‘�æ�Ž�‹�� �• �œ�ž�˜�³�”�—�á�� ���‡�� �˜�ƒ�œ�„�ƒ�� ���������� �’�”�‘�–�‡�‹�•�õ�� �•�•�”�œ�‡�� �†�‘�•�±�•�›�� �������s�� �ƒ�� �������t��

�’�‘�†�’�‘�”�—�Œ�‡�� �•�ƒ�•�•�³�”�‘�˜�ž�•�À�� �’�”�‘�–�‡�‘�Ž�›�–�‹�…�•�±�� �ƒ�•�–�‹�˜�‹�–�›�� ���•�•�s�’�� �†�‘�� �•�À�•�–�� �’�‘�æ�•�‘�œ�‡�•�±�� �������ä�� ���³�–�æ�À��

�˜�ý�œ�•�ƒ�•���–�³�•�–�‘���†�‘�•�±�•�ž�•���’�â�‹�•�Ž�ž�†�ž��(Balakirev et al. 2015), �ƒ���–�‘�����‡���’�â�À�–�‘�•�•�‘�•�–�����������†�‘�•�±�•���Œ�‡��

�•�‡�œ�„�›�–�•�ž�� �’�”�‘�� �‘�†�•�–�”�ƒ�Ò�‘�˜�ž�•�À�� �•�—�•�‘�›�Ž�‘�˜�ƒ�•�ý�…�Š�� �’�”�‘�–�‡�‹�•�õ�� �ƒ�� �ƒ�—�–�‘-�’�”�‘�–�‡�‘�Ž�›�•�—�� ���•�•�s�’�ä�� ���ž�Ž�‡�� �’�ƒ�•��

�’�â�‡�†�’�‘�•�Ž�ž�†�ž�á�����‡�����������†�‘�•�±�•�›���œ�ƒ�Œ�‹�æ�ë�—�Œ�À����������-ligasovou aktivitu - ���•�•�s�’���˜�ž���‡���•�—�•�‘�›�Ž�‘�˜�ƒ�•�±��

�’�”�‘�–�‡�‹�•�›�á�� �•�ƒ�«�‡���� �’�”�‘�†�Ž�—���—�Œ�‡�� �•�—�•�‘�›�Ž�‘�˜�ƒ�•�±�� �â�‡�–�³�œ�…�‡�� �ƒ�� �’�‘�•�Ž�±�œ�‡�� �•�—�•�‘�›�Ž�—�Œ�‡�� �•�ž�•�� �•�‡�„�‡��a 

�’�â�‹�†�”�—���‡�•�±�� �„�—�•�³�«�•�±�� �’�”�‘�–�‡�‹�•y�ä�� ���À�•�� �‹�•�†�—�•�—�Œ�‡�� �˜�ƒ�œ�„�—�� �†�ƒ�Ž�æ�À�…�Š�� ���•�•�s�’�� �ƒ�� �‘�•�–�ƒ�–�•�À�…�Š�� �‘�’�”�ƒ�˜�•�ý�…�Š��

komponent, auto-�ƒ�•�–�‹�˜�ƒ�…�‹���ƒ���æ�–�³�’�‡�•�À���•�—�„�•�–�”�ž�–�õ��(Balakirev et al. 2015). 

���ƒ�Ž�æ�À�•���’�”�‘�–�‡�‹�•�‡�•�á���•�‡���•�–�‡�”�ý�•�����•�•�s���˜ �„�—�Ò�…�‡���‹�•�–�‡�”�ƒ�‰�—�Œ�‡���Œ�‡���•�‡�‰�”�‡�‰�ƒ�•�ƒ�����†�…�v�z�ä�������–�‘�•�–�‘��

�’�”�‘�–�‡�‹�•�—�� �Œ�‡�� �œ�•�ž�•�‘�á�� ���‡�� �•�’�‘�Ž�‡�«�•�³�� �•�‡�� �•�˜�ý�•�‹�� �•�‘�ˆ�ƒ�•�–�‘�”�›�� �˜�ž���‡��ubikvitin i SUMO proteiny a 

�œ�ƒ�Œ�‹�æ�ë�—�Œe �‘�†�•�–�”�ƒ�Ò�‘�˜�ž�•�À���œ�•�ƒ�«�‡�•�ý�…�Š �’�”�‘�–�‡�‹�•�‘�˜�ý�…�Š���•�‘�•�’�Ž�‡�š�õ���œ �…�Š�”�‘�•�ƒ�–�‹�•�—�á���‹���Œ�‡�Œ�‹�…�Š���•�ž�•�Ž�‡�†�•�‘�—��

�’�”�‘�–�‡�ƒ�•�‘�•�ž�Ž�•�À�� �†�‡�‰�”�ƒ�†�ƒ�…i (Ramadan et al. 2017)�ä�� ���•�–�‡�”�ƒ�•�…�‡�� �•�� ���†�…�v�z�� �•�‡�•�À�� �œ�ƒ�’�‘�–�â�‡�„�À pro 

proteolytickou aktivitu Wss1p in vitro (Stingele et al. 2014, Balakirev et al. 2015)�á�� �ƒ�˜�æ�ƒ�•��

�˜�ƒ�œ�„�ƒ�� �•�� ���†�…�v�z�’�� �•�•�”�œ�‡�� �������� �ƒ�� �������� �†�‘�•�±�•�›�� �Œ�‡�� �˜�›���ƒ�†�‘�˜�ž�•�ƒ�� �’�”�‘�� �‘�†�•�–�”�ƒ�Ò�‘�˜�ž�•�À�� �•�‘�˜�ƒ�Ž�‡�•�–�•�³��

�œ�ƒ�…�Š�›�…�‡�•�ý�…�Š�����‘�’�s�’���—���•�˜�ƒ�•�‹�•�‡�•���’�‘�•�–�”�ž�†�ƒ�Œ�À�…�À���•�‘�—�«�ƒ�•�•�³��TDP1 (Stingele et al. 2014, Balakirev 

et al. 2015)�ä�� ���� �’�â�‹�� �‘�†�•�–�”�ƒ�Ò�‘�˜�ž�•�À�� �������� �‹�•�†�—�•�‘�˜�ƒ�•�ý�…�Š�� �’�õ�•�‘�„�‡�•�À�•�� �ˆ�‘�”�•�ƒ�Ž�†�‡�Š�›�†�—�� ���–�‹�•�‰�‡�Ž�‡�� �ƒ��

�•�‘�Ž�‡�‰�‘�˜�±�� �’�â�‡�†�•�Ž�ž�†�ƒ�Œ�À�� �Š�›�’�‘�–�±�œ�—�á�� ���‡�� ���†�…�v�zp �•�•�”�œ�‡�� �˜�ƒ�œ�„�—�� ���������� �’�”�‘�–�‡�‹�•�õ�� �•�ƒ�’�‘�•�ž�Š�ž�� �…�À�Ž�‡�•�À��

���•�•�s�’�� �†�‘�� �•�—�•�‘�›�Ž�‘�˜�ƒ�•�ý�…�Š�� �•�À�•�–�� �• �’�‘�æ�•�‘�œ�‡�•�‘�—�� �������� �ƒ��svou segregasovou aktivitou 

�’�”�ƒ�˜�†�³�’�‘�†�‘�„�•�³�� �œ�ƒ�Œ�‹�æ�ë�—�Œ�‡�� �‹�� �‘�†�•�–�”�ƒ�•�³�•�À�� �’�‡�’�–�‹�†�‘�˜�±�Š�‘�� �œ�„�›�–�•�—�á�� �•�–�‡�”�ý�� �˜�œ�•�‹�•�Ž�� �’�‘�� �æ�–�³�’�‡�•�À�� ��������

Wss1p, z ���������ƒ���Œ�‡�Š�‘���’�â�‡�•�‡�•�‡�•�À���†�‘���’�”�‘�–�‡�ƒ�•�‘�•�—���•�‡�„�‘���• �Œ�‹�•�±���„�—�•�³�«�•�±���’�‡�’�–�‹�†�ƒ�•�‡��(Stingele et 

al. 2014)�ä�� ���—�–�‘�� �Š�›�’�‘�–�±�œ�—�� �’�‘�†�’�‘�”�—�Œ�À�� �˜�ý�•�Ž�‡�†�•�›�� �˜�ý�œ�•�—�•�—��(Balakirev et al. 2015), kde bylo 

�’�”�‘�•�ž�œ�ž�•�‘�á�����‡�����•�•�s�’���–�˜�‘�â�À���•�‘�•�’�Ž�‡�š���• Cdc48p a jeho kofakt�‘�”�‡�•�����‘�ƒ�s�’�á���Œ�‡�����˜�ž���‡���—�„�‹�•�˜�‹�–�‹�•��

(Mullally et al. 2006) �ƒ���ï�«�ƒ�•�–�•�À���•�‡���†�‡�‰�”�ƒ�†�ƒ�…�‡���—�„�‹�•�˜�‹�–�‹�•�‘�˜�ƒ�•�ý�…�Š���•�—�„�•�–�”�ž�–�õ���•�•�”�œ�‡�������� (Wu, et 

al. 2016) �‹�� �”�‡�‰�—�Ž�ƒ�…�‡�� �–�”�ƒ�•�•�’�‘�”�–�—�� �—�„�‹�•�˜�‹�–�‹�•�‘�˜�ƒ�•�ý�…�Š�� �’�”�‘�–�‡�‹�•�õ�� �†�‘�� �˜�ƒ�•�—�‘�Ž�›��(Ren et al. 2008). 

Tyto �‹�•�ˆ�‘�”�•�ƒ�…�‡�� �•�’�‘�Ž�‡�«�•�³�� �• �‘�„�Œ�‡�˜�‡�•�á�� ���‡�� �’�õ�•�‘�„�‡�•�À�� �‰�‡�•�‘�–�‘�š�‹�…�•�ý�…�Š�� �«�‹�•�‹�†�‡�Ž�� �‹�•�†�—�•�—�Œ�‡��

akumulaci Wss1p �˜�‡�� �˜�ƒ�•�—�‘�Ž�‡�á�� �•�ƒ�•�˜�³�†�«�—�Œ�‡�á�� ���‡�� �•�‘�•�’�Ž�‡�š�� ���•�•�s�����†�…�v�z�����‘�ƒ�s��
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�œ�’�”�‘�•�–�â�‡�†�•�‘�˜�ž�˜�ž�� �†�‡�‰�”�ƒ�†�ƒ�…�‹�� �•�—�•�‘�›�Ž�‘�˜�ƒ�•�ý�…�Š�� �•�—�„�•�–�”�ž�–�õ�� �’�”�‘�•�–�â�‡�†�•�‹�…�–�˜�À�•�� �•�’�‡�…�‹�ˆ�‹�…�•�±�Š�‘��

transportu do vakuoly (Balakirev et al. 2015). 

���”�‘�–�‡�ƒ�•�‘�˜�ž�� �ƒ�•�–�‹�˜�‹�–�ƒ�� ���•�•�s�’�� �Œ�‡�� �œ�ƒ�� �•�‘�”�•�ž�Ž�•�À�…�Š�� �’�‘�†�•�À�•�‡�•�� �˜ �„�—�Ò�…�‡�� �Ž�ƒ�–�‡�•�–�•�À�� �ƒ�� �Œ�‡��

�ƒ�•�–�‹�˜�‘�˜�ž�•�ƒ�� �ƒ���� �’�â�‹�� �’�õ�•�‘�„�‡�•�À�� �‰�‡�•�‘�–�‘�š�‹�…�•�ý�…�Š�� �ˆ�ƒ�•�–�‘�”�õ�á�� �•�—�’�â�ä��formaldehydu, kamptothecinu 

�•�‡�„�‘�� ������ �œ�ž�â�‡�•�À �����ï���‡�‹�Ž�Ž��et al. 2004, Stingele et al. 2014, Balakirev et al. 2015). �,�‹�•�•ost 

Wss1p pak �•�‘�—�˜�‹�•�À�� �• �‘�•�–�ƒ�–�•�À�•�‹�� �‘�’�”�ƒ�˜�•�ý�•�‹�� �•�‡�…�Š�ƒ�•�‹�•�•�›�� �„�—�•�³�«�•�±�� �‘�†�’�‘�˜�³�†�‹�� �•�ƒ��DPC. 

���‘�•�ƒ�˜�ƒ�†�•�À�� �˜�ý�•�Ž�‡�†�•�›�� �•�–�—�†�‹�À�� �•�ƒ�œ�•�ƒ�«�—�Œ�À�á�� ���‡�� �������� �Œ�•�‘�—�� �˜ �•�˜�ƒ�•�‹�•�•�‘�˜�±�� �„�—�Ò�…�‡�� �‘�’�”�ƒ�˜�‡�•�›�� �’�‘�•�‘�…�À��

�������ä�� �������á�� �•�–�‡�”�±�� �•�‡�•�‘�Š�‘�—�� �„�ý�–�� �’�‘�•�‘�…�À�� �������� �‘�’�”�ƒ�˜�‡�•�›�� �’�â�‡�–�”�˜�ž�˜�ƒ�Œ�À�� �•�ƒ�� �������� �ƒ���� �†�‘�� ��- �ˆ�ž�œ�‡��

�„�—�•�³�«�•�±�Š�‘�� �…�›�•�Ž�—�á�� �•�†�›�� �Œ�•�‘�—�� �‘�’�”�ƒ�˜�‡�•�›�� �’�”�‘�–�‡�‘�Ž�›�–�‹�…�•�ý�•�� �æ�–�³�’�‡�•�À�•�� �’�”�‘�–�‡�ƒ�•�‘�—�� ���•�•�s�á�� �•�‡�„�‘�� �˜��

�’�â�À�’�ƒ�†�³�� �Œ�‡�Œ�À�� �•�‡�ˆ�—�•�•�«�•�‘�•�–�‹�á�� �’�‘�•�‘�…�À�� ������(Stingele et al. 2014). ���ƒ�•�‡�…�Š�ƒ�•�ý�� �’�‡�’�–�‹�†�‘�˜�ý�� �œ�„�›�–�‡�•��

�’�‘���æ�–�³�’�‡�•�À�����•�•�s�’���Œ�‡���•�ž�•�Ž�‡�†�•�³���‘�†�•�–�”�ƒ�•�³�•���’�‘�•�‘�…�À�������� ���’�”�ƒ�˜�†�³�’�‘�†�‘�„�•�³�� �•�‡�„�‘���•�‡���’�‘�•�”�ƒ�«�—�Œ�‡��

v replikaci p�‘�•�‘�…�À���–�”�ƒ�•�•�Ž�‡�•�•�À�…�Š���’�‘�Ž�›�•�‡�”�ƒ�•���• �˜�›�æ�æ�À���•�À�”�‘�—���…�Š�›�„�‘�˜�‘�•�–�‹��(Stingele et al. 2014).  

���ý�•�Ž�‡�†�•�›��(Mullen et al. 2010, Balakirev et al. 2015) n 

�ƒ�œ�•�ƒ�«�—�Œ�À�á�� ���‡�� �†�ƒ�Ž�æ�À�� �ƒ�Ž�–�‡�”�•�ƒ�–�‹�˜�‘�—�� �• �’�”�‘�–�‡�‘�Ž�›�–�‹�…�•�±�� �‘�’�”�ƒ�˜�³�� �’�‘�•�‘�…�À�� ���•�•�s�’�� �Œ�•�‘�—�� ��������-

�…�À�Ž�‡�•�±�� �—�„�‹�•�˜�‹�–�‹�•-�Ž�‹�‰�ƒ�•�›�� ���������„������ �˜�›�—���À�˜�ƒ�Œ�À�…�À��komplex Cdc48/Ufd1/Npl4 k �•�ƒ�•�•�³�”�‘�˜�ž�•�À��

�’�”�‘�–�‡�‹�•�õ���—�”�«�‡�•�ý�…�Š���• degradaci do proteasomu. 

Ddi1p v Saccharomyces cerevisiae  

���ƒ�Ž�æ�À���’�”�‘�–�‡�ƒ�•�‘�—�á���•�–�‡�”�ž���•�‡���’�”�ƒ�˜�†�³�’�‘�†�‘�„�•�³���’�â�À�•�‘���ï�«�ƒ�•�–�•�À���‘�’�”�ƒ�˜�•�ý�…�Š���•�‡�…�Š�ƒ�•�‹�•�•�õ���•�ƒ��

�’�‘�æ�•�‘�œ�‡�•�±�� �������á�� �Œ�‡�� �ƒ�•�’�ƒ�”�–�ž�–�‘�˜�ž�� �’�”�‘�–�‡�ƒ�•�ƒ�� ���†�‹�s�� ���œ�� �ƒ�•�‰�Ž�ä�� �������� �†�ƒ�•�ƒge-inducible protein 1), 

�•�–�‡�”�ž���„�›�Ž�ƒ���’�‘�’�”�˜�±���…�Š�ƒ�”�ƒ�•�–�‡�”�‹�œ�‘�˜�ž�•�ƒ���˜ �•�˜�ƒ�•�‹�•�•�ž�…�Š��Saccharomyces cerevisiae �Œ�ƒ�•�‘���‰�‡�•�á���Œ�‡�Š�‘����

�–�”�ƒ�•�•�•�”�‹�’�…�‡���Œ�‡���ƒ�•�–�‹�˜�‘�˜�ž�•�ƒ���˜ �†�õ�•�Ž�‡�†�•�—���’�õ�•�‘�„�‡�•�À���‰�‡�•�‘�–�‘�š�‹�…�•�±�Š�‘���•�–�”�‡�•�—��(Liu and Xiao 1997). 

���”�–�‘�Ž�‘�‰�›�� �•�˜�ƒ�•�‹�•�•�‘�˜�±�Š�‘�� �’�”�‘�–�‡�‹�•�—�� ���†�‹�s�� �Ž�œ�‡�� �•�ƒ�Ž�±�œt u rostl�‹�•�á�� �Š�—�„�á�� �„�‡�œ�‘�„�”�ƒ�–�Ž�ý�…�Š �‹�� �«�Ž�‘�˜�³�•�ƒ, 

s �‡�˜�‘�Ž�—�«�•�³���œ�ƒ�…�Š�‘�˜�ƒ�•�‘�—���•�–�”�—�•�–�—�”�‘�— (Krylov & Koonin 2001). 

���–�”�—�•�–�—�”�ƒ���•�˜�ƒ�•�‹�•�•�‘�˜�±�Š�‘�����†�‹�s�’���•�‡���•�‡�•�–�ž�˜�ž��z N- �•�‘�•�…�‘�˜�±�������������œ���ƒ�•�‰�Ž�ä�����„�‹�“�—�‹�–�‹�•-like) 

a C- �•�‘�•�…�‘�˜�±�� �������� ���œ�� �ƒ�•�‰�Ž�ä�� ���„�‹�“�—�‹�–�‹�•-associated���� �†�‘�•�±�•�›�á�� �•�–�‡�”�±�� �Œ�•�‘�—�� �‘�„�³�� �…�Š�ƒ�”�ƒ�•�–�‡�”�‹�•�–�‹�…�•�±��

�’�”�‘�������������������ƒ�†�ƒ�’�–�‘�”�‘�˜�±���’�”�‘�–�‡�‹�•�›���—�„�‹�“�—�‹�–�‹�•-�’�”�‘�–�‡�ƒ�•�‘�•�‘�˜�±�Š�‘���•�›�•�–�±�•�—�á���•�‡�œ�‹���•�–�‡�”�±���’�ƒ�–�â�À���‹��

�’�”�‘�–�‡�‹�•�›�� ���ƒ�†�t�u�� �ƒ�� ���•�•�t�ä�� ���â�‡�†�’�‘�•�Ž�ž�†�ƒ�•�ž�� �ˆ�—�•�•�…�‡�� ���†�‹�s�’�á�� ���ƒ�†�t�u�’�� �ƒ�� ���•�•�t�’�� �Œ�‡��regulace �’�â�‹��

�”�‘�œ�’�‘�œ�•�ž�˜�ž�•�À�� �•�—�„�•�–�”�ž�–�—�� �’�”�‘�–�‡�ƒ�•�‘�•�‡�•�á�� �ƒ�� �–�‘�� �˜�ƒ�œ�„�‘�—�� �—�„�‹�•�˜�‹�–�‹�•�‘�˜�ƒ�•�ých �•�—�„�•�–�”�ž�–�õ�� �’�‘�•�‘�…�À��

UBA �†�‘�•�±�•�›���ƒ���Œ�‡�Œ�‹�…�Š���•�ƒ�˜�‡�†�‡�•�À���†�‘���’�”�‘�–�‡�ƒ�•�‘�•�—���•�•�”�œ�‡���˜�ƒ�œ�„�—�����������†�‘�•�±�•�›���• proteasomovou 

podjednotkou Rpn1 (Chen & Madura 2002, Saeki et al. 2002, Gomez et al. 2011). ���ƒ���”�‘�œ�†�À�Ž��

�‘�†�� �’�â�À�•�Ž�—�æ�•�ý�…�Š�� �†�‘�•�±�•�� �—�� ���ƒ�†�t�up a Dsk2p �•�ž�� ��- �•�‘�•�…�‘�˜�ž�� �������� �†�‘�•�±�•�ƒ Ddi1p �•�‹���æ�À��

�•�‡�•�˜�‡�•�«�•�À�� �’�‘�†�‘�„�•�‘�•�–�� �• �—�„�‹�“�—�‹�–�‹�•�‡�•�� �ƒ�� �•�‡�‹�•�–�‡�”�ƒ�‰�—�Œ�‡�� �•�� �•�‘�–�‹�˜�›�� �˜�ž�œ�ƒ�Œ�À�…�À�� �—�„�‹kvitin ani s UBA 

�†�‘�•�±�•�ƒ�•�‹�á���ƒ�Ž�‡���•�ƒ�‘�’�ƒ�•���•�ƒ�•�ƒ���˜�ž���‡��ubiquitin (Nowicka et al. 2015, Trempe et al. 2016).  

Ddi1p �†�ž�Ž�‡�� �‘�„�•�ƒ�Š�—�Œ�‡�� �ƒ�•�’�ƒ�”�–�ž�–�‘�˜�‘�—�� �’�”�‘�–�‡�ƒ�•�‘�˜�‘�—�� �†�‘�•�±�•�—�� �������� ���œ�� �ƒ�•�‰�ä�� ���‡�–�”�‘�˜�‹�”�ƒ�Ž��

Pr�‘�–�‡�ƒ�•�‡�����‘�„�•�ƒ�Š�—�Œ�À�…�À �…�Š�ƒ�”�ƒ�•�–�‡�”�‹�•�–�‹�…�•�ý���•�‘�–�‹�˜���ƒ�•�’�ƒ�”�–�ž�–-serin/threonin- �‰�Ž�›�…�‹�•�ä�����–�”�—�•�–�—�”�ƒ���–�±�–�‘��
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�†�‘�•�±�•�›�� �‹�� �’�â�À�•�Ž�—�æ�•�ý�� �•�‘�–�‹�˜�� �˜�›�•�ƒ�œ�—�Œ�‡��vysokou podobnost s �ƒ�•�’�ƒ�”�–�ž�–�‘�˜�ý�•�‹�� �’�”�‘�–�‡�ƒ�•�ƒ�•�‹��

�”�‡�–�”�‘�˜�‹�”�õ (Sirkis et al. 2006). 

Mezi N-koncovou �������� �ƒ�� �������� �†�‘�•�±�•�‘�—�� �•�‡�� �•�ƒ�…�Š�ž�œ�À �������� �†�‘�•�±�•�ƒ��(z angl. Helical 

���‘�•�ƒ�‹�•���‘�ˆ�����†�‹�s�����„�‘�Š�ƒ�–�ž �•�ƒ���=-helixy. S�–�”�—�•�–�—�”�ƒ���–�±�–�‘���†�‘�•�±�•�›���Œ�‡���«�ž�•�–�‡�«�•�³���’�‘�†�‘�„�•�ž���• rodinou 

Sti1-�’�‘�†�‘�„�•�ý�…�Š���†�‘�•�±�•�á���•�–�‡�”�±���œ�ƒ�Œ�‹�æ�ë�—�Œ�À���’�”�‘�–�‡�‹�•-�’�”�‘�–�‡�‹�•�‘�˜�±���‹�•�–�‡�”�ƒ�•�…�‡��(Trempe et al. 2016). 

���›�–�‘�� �†�‘�•�±�•�›�� �Œ�•�‘�—���’�â�À�–�‘�•�•�›�� �‹�� �˜�� ���ƒ�†�t�up a Dsk2p. Rad23p se skrze Sti-�’�‘�†�‘�„�•�‘�—���†�‘�•�±�•�—��

�˜�ž���‡�� �•�ƒ�� �������� �˜�ƒ�œ�‡�„�•�ý�� �’�”�‘�–�‡�‹�•�� ���ƒ�†�v�á�� �•�–�‡�”�ý�� �Œ�‡�� �•�‘�—�«�ž�•�–�À�� ��������(Min & Pavletich 2007). 

���â�‡�†�’�‘�•�Ž�ž�†�ž���•�‡�á�����‡���–�ƒ�–�‘�� �‹�•�–�‡�”�ƒ�•�…�‡���œ�ƒ�Œ�‹�æ�ë�—�Œ�‡���‘�…�Š�”�ƒ�•�—�����ƒ�†�vp �’�â�‡�†���’�”�‘�–�‡�ƒ�•�‘�•�ž�Ž�•�À���†�‡�‰�”�ƒ�†�ƒ�…�À��

(Ng et al. 2003)�ä�� ���•�•�t�� �•�‡�� �’�”�‘�•�–�â�‡�†�•�‹�…�–�˜�À�•�� �•�˜�±�� ���–�‹�s-�’�‘�†�‘�„�•�±�� �†�‘�•�±�•�›�� �˜�ž���‡�� �’�”�‘�–�‡�‹�•�� ���–�…�Š��

�’�‘�†�‘�„�•�ý�� �…�Š�ƒ�’�‡�”�‘�•�—��Hsp70 (Kaye et al. 2000)�ä�� ���‹�…�•�±�•�³�á�� �Œ�‡�æ�–�³�� �˜�ý�”�ƒ�œ�•�³�Œ�æ�À�� �’�‘�†�‘�„�•�‘�•�–�� ��������

�†�‘�•�±�•�›�����†�‹�s���„�›�Ž�ƒ���†�ž�Ž�‡���’�”�‘�•�ž�œ�ž�•�ƒ���• ���������˜�ƒ�œ�‡�„�•�ý�•�‹���†�‘�•�±�•�ƒ�•�‹���•�³�•�–�‡�”�ý�…�Š���–�”�ƒ�•�•�•�”�‹�’�«�•�À�…�Š��

�”�‡�‰�—�Ž�ž�–�‘�”�õ�á�� �ƒ�� �–�‘�� �–�”�ƒ�•�•�•�”�‹�’�«�•�À�Š�‘�� �ƒ�•�–�‹�˜�ž�–�‘�”�—�� �������� �„�ƒ�•�–�‡�”�‹�‘�ˆ�ž�‰�ƒ�� �I�á�� �’�”�‘�–�‡�‹�•�—�� ��ct1p, nebo 

�Ž�‹�†�•�•�±�Š�‘�� ���������s�á�� �…�‘���� �•�ƒ�œ�•�ƒ�«�—�Œ�‡�á�� ���‡�� �„�›�� �������� �†�‘�•�±�•�ƒ�� �•�‘�Š�Ž�ƒ�� �‹�•�–�‡�”�ƒ�‰�‘�˜�ƒ�–�� �•�� ��������(Trempe et 

al. 2016). ���ƒ�� �œ�ž�•�Ž�ƒ�†�³�� �–�³�…�Š�–�‘ �•�–�”�—�•�–�—�”�•�Àch podobnost�À �������� �†�‘�•�±�•�›�� �ƒ�� �˜�œ�Š�Ž�‡�†�‡�•��

k �’�‘�œ�•�ƒ�–�•�õ�•�á�� ���‡�� �•�‡�� ���†�‹�s�’�� �’�‘�†�À�Ž�À�� �•�ƒ�� �„�—�•�³�«�•�±�� �†�‘�’�‘�˜�³�†�‹�� �’�â�‹�� �’�‘�æ�•�‘�œ�‡�•�À�� �������� �ƒ�� �–�ƒ�•�±��

�•�‘�•�–�”�‘�Ž�•�À�…�Š�� �„�‘�†�‡�…�Š���„�—�•�³�«�•�±�Š�‘�� �…�›�•�Ž�—��(Zhu & Xiao 1998, Clarke et al. 2001) �ƒ�—�–�‘�â�‹�� �«�Ž�ž�•�•�—��

�’�â�‡�†�’�‘�•�Ž�ž�†�ƒ�Œ�À�á�����‡���„�›���•�‡�����†�‹�s���•�‘�Š�Ž�ƒ���˜�ž�œ�ƒ�–���•�•�”�œ�‡�����������†�‘�•�±�•�—���†�‘���•�À�•�–�ƒ���’�‘�æ�•�‘�œ�‡�•�À���������á���•�†�‡��

�”�‡�‰�—�Ž�ƒ�…�‡���˜�›���ƒ�†�—�Œ�‡���’�”�‘�–�‡�‘�Žys�—���œ�ž�˜�‹�•�Ž�‘�—���•�ƒ���—�„�‹�•�˜�‹�–�‹�•�—��(Trempe et al. 2016). 

Exprese genu DDI1 je pod �•�‘�•�–�”�‘�Ž�‘�—�� �‘�„�‘�—�•�•�³�”�•�±�Š�‘�� �’�”�‘�•�‘�–�‘�”�—�á�� �•�–�‡�”�ý�� �•�‘�—�«�ƒ�•�•�³��

�â�À�†�À���‡�š�’�”�‡�•�‹���u-�•�‡�–�Š�›�Ž�ƒ�†�‡�•�‹�•�����������‰�Ž�›�•�‘�•�›�Ž�ƒ�•�›�������‡�‰�s�’���á���Œ�‡�•�����’�õ�•�‘�„�À���˜���’�”�˜�•�À�•���•�”�‘�•�—���†�”�ž�Š�›��

exciz�•�À���‘�’�”�ƒ�˜�›���„�ž�œ�À���ƒ���…�Š�”�ž�•�À���•�˜�ƒ�•�‹�•�•�‘�˜�±���„�—�Ò�•�›���’�â�‡�†���‰�‡�•�‘�–�‘�š�‹�…�•�ý�•���’�õ�•�‘�„�‡�•�À�•���ƒ�Ž�•�›�Ž�ƒ�«�•�À�…�Š��

�«�‹�•�‹�†�‡�Ž��(Liu and Xiao 1997). ���š�’�”�‡�•�‡�� �–�³�…�Š�–�‘�� �†�˜�‘�—�� �‰�‡�•�õ�� �Œ�‡�� �‘�˜�æ�‡�•�� �‘�†�Ž�‹�æ�•�³�� �”�‡�‰�—�Ž�‘�˜�ž�•�ƒ��

�”�õ�œ�•�ý�•�‹���†�”�ƒ�Š�ƒ�•�‹���•�‘�•�–�”�‘�Ž�•�À�…�Š���„�‘�†�õ���’�‘�æ�•�‘�œ�‡�•�À����������(Zhu and Xiao 1998, 2001). 

���â�‹�� �•�–�—�†�‹�—�� �•�˜�ƒ�•�‹�•�•�‘�˜�ý�…�Š�� �„�—�•�³�•�� �• mutovanou variantou Pds1p (pbs1-128) bylo 

�‘�„�Œ�‡�˜�‡�•�‘�á�� ���‡�� �•�ƒ�†�•�³�”�•�ž�� �‡�š�’�”�‡�•�‡�� ���†�‹�sp�á�� �•�–�‡�Œ�•�³�� �Œ�ƒ�•�‘�� ���ƒ�†�t�up�á�� �’�‘�–�Ž�ƒ�«�—�Œ�‡�� �œ�˜�ý�æ�‡�•�‘�—�� �…�‹�–�Ž�‹�˜�‘�•�–��

�•�—�–�‘�˜�ƒ�•�ý�…�Š���„�—�•�³�•���•�ƒ���˜�›�•�‘�•�±���–�‡�’�Ž�‘�–�›���ƒ���‰�‡�•�‘�–�‘�š�‹�…�•�±���’�õ�•�‘�„�‡�•�À���Š�›�†�”�‘�š�›�•�‘�«�‘�˜�‹�•�› (Clarke et 

al. 2001). Protein Pds1p je so�—�«�ž�•�–�À���•�‘�•�–�”�‘�Ž�•�À�Š�‘���„�‘�†�—����-�ˆ�ž�œ�‡���„�—�•�³�«�•�±�Š�‘���…�›�•�Ž�—�á���•�†�‡���ˆ�—�•�‰�—�Œ�‡��

�Œ�ƒ�•�‘�� �‹�•�Š�‹�„�‹�–�‘�”�á�� �Œ�‡�Š�‘���� �—�„�‹�•�˜�‹�–�‹�•�ƒ�…�‡�� �ƒ�� �•�ž�•�Ž�‡�†�•�ž�� �’�”�‘�–�‡�ƒ�•�‘�•�ž�Ž�•�À�� �†�‡�‰�”�ƒ�†�ƒ�…�‡�� �Œ�‡�� �•�‡�œ�„�›�–�•�ž�� �’�”�‘��

�’�â�‡�…�Š�‘�†�� �„�—�Ò�•�›�� �œ �•�‡�–�ƒ�ˆ�ž�œ�‡�� �†�‘�� �ƒ�•�ƒ�ˆ�ž�œ�‡��(Cohen-Fix et al. 1996)�ä�� ���ƒ�� �œ�ž�•�Ž�ƒ�†�³�� �œ�À�•�•�ƒ�•�ý�…�Š��

�˜�ý�•�Ž�‡�†�•�õ�� �ƒ�—�–�‘�â�‹�� �’�â�‡�†�•�Ž�ž�†�ƒ�Œ�À�� �Š�›�’�‘�–�±�œ�—�á�� ���‡�� �Œ�‡�� ���†�‹�sp �†�õ�Ž�‡���‹�–�‘�—�� �•�‘�—�«�ž�•�–�À �•�‘�•�–�”�‘�Ž�•�À�…�Š��

�•�‡�…�Š�ƒ�•�‹�•�•�õ�� ��-�ˆ�ž�œ�‡�� �„�—�•�³�«�•�±�Š�‘�� �…�›�•�Ž�—�á�� �•�†�›�� �”�‘�œ�’�‘�œ�•�ž�˜�ž�� �•�•�”�œ�‡�� �•�˜�‘�—�� �������� �†�‘�•�±�•�—��

�—�„�‹�•�˜�‹�–�‹�•�‘�˜�ƒ�•�ý�� ���†�•�s�’�� �ƒ�� �‹�•�Š�‹�„�—�Œ�‡�� �Œ�‡�Š�‘�� �†�ƒ�Ž�æ�À�� �—�„�‹�•�˜�‹�–�‹�•�ƒ�…�‹�� �ƒ�� �•�‘�—�˜�‹�•�‡�Œ�À�…�À�� �’�”�‘�–�‡�ƒ�•�‘�•�ž�Ž�•�À��

degradaci. 

���â�‹�� �„�—�•�³�«�•�±�� �‘�†�’�‘�˜�³�†�‹�� �•�ƒ�� �’�‘�æ�•�‘�œ�‡�•�À�� �������� ���†�‹�s�’�� �†�ž�Ž�‡�� �œ�ƒ�Œ�‹�æ�ë�—�Œ�‡�� �’�”�‘�–�‡�ƒ�•�‘�•�ž�Ž�•�À��

degradaci Ho endonukleasy a F-box proteinu Ufo1 (Kaplun et al. 2005, Ivantsiv et al. 

2006). Protein Ho �Œ�‡�� �œ�‘�†�’�‘�˜�³�†�•�ý �œ�ƒ�� �æ�–�³�’�‡�•�À�� �˜�Ž�ž�•�‡�•�� �������� �’�â�‹�� �˜�ý�•�³�•�³�� �ƒ�Ž�‡�Ž�� �˜ MAT lokusu 
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�—�”�«�—�Œ�À�…�À�� �’�ž�”�‘�˜�ƒ�…�À�� �–�›�’�� �•�˜�ƒ�•�‹�•�‡�•�ä�� �� ���â�‹�� �ƒ�•�–�‹�˜�ƒ�…�‹�� �������� �Œe Ho end�‘�•�—�•�Ž�‡�ƒ�•�ƒ�� �ˆ�‘�•�ˆ�‘�”�›�Ž�‘�˜�ž�•�ƒ�á�� �…�‘����

�•�Ž�‘�—���À�� �Œ�ƒ�•�‘�� �•�‹�‰�•�ž�Ž�� �’�”�‘�� �Œ�‡�Œ�À�� �—�”�›�…�Š�Ž�‡�•�‘�—�� �†�‡�‰�”�ƒ�†�ƒ�…�‹�ä�� �	�‘�•�ˆ�‘�”�›�Ž�‘�˜�ƒ�•�ý�� ���‘ protein �Œ�‡�� �•�ž�•�Ž�‡�†�•�³��

�‡�š�’�‘�”�–�‘�˜�ž�•�� �œ �Œ�ž�†�”�ƒ�� �†�‘�� �…�›�–�‘�’�Ž�ƒ�•�•�›�á �•�†�‡�� �Œ�‡�Œ�� �’�”�‘�•�–�â�‡�†�•�‹�…�–�˜�À�•�� �”�‡�…�‡�’�–�‘�”�‘�˜�±�Š�‘�� �’�”�‘�–�‡�‹�•�—�� ���ˆ�‘�s��

�˜�ž���‡�� �����	�� �—�„�‹�•�˜�‹�–�‹�•�� �Ž�‹�‰�ƒ�•�‘�˜�ý�� �•�‘�•�’�Ž�‡�š�á�� �•�–�‡�”�ý�� ���‘��protein ubikvitinuje (Kaplun et al. 2003). 

Velmi �œ�ƒ�Œ�À�•�ƒ�˜�±�� �Œ�•�‘�—�� �˜�ý�•�Ž�‡�†�•�›�� �˜�ý�œ�•�—�•�—��(Kottemann et al. 2018), kdy u �Ž�‹�†�•�•�ý�…�Š�� �„�—�•�³�•��

�’�‘�•�–�”�ž�†�ƒ�Œ�À�…�À�…�Š��DDI1 a DDI2 ���Ž�‹�†�•�•�±�� �Š�‘�•�‘�Ž�‘�‰�›�� �•�˜�ƒ�•�‹�•�•�‘�˜�±�Š�‘�� ���†�‹�s�’���á�� �•�–�‡�”�±�� �„�›�Ž�›�� �•�‘�—�«�ƒ�•�•�³��

�˜�›�•�–�ƒ�˜�‡�•�›�� �’�õ�•�‘�„�‡�•�À�� �����á�� �„�›�Ž�‘�� �’�‘�œ�‘�”�‘�˜�ž�•�‘�� �Š�”�‘�•�ƒ�†�³�•�À�� �’�”�‘�–�‡�‹�•�—��RTF2 na �œ�ƒ�•�–�ƒ�˜�‡�•�ý�…�Š��

�”�‡�’�Ž�‹�•�ƒ�«�•�À�…�Š��v�‹�†�Ž�‹�«�•�ž�…�Š�ä�� ���—�•�—�Ž�ƒ�…�‡�� �����	�t�� �†�ž�Ž�‡�� �˜�‡�†�Ž�ƒ�� �• �–�˜�‘�”�„�³��jedno�˜�Ž�ž�•�•�‘�˜�± DNA, aktivaci 

�†�”�ƒ�Š�� �•�‹�‰�•�ƒ�Ž�‹�œ�—�Œ�À�…�À�…�Š�� �’�‘�æ�•�‘�œ�‡�•�À�� �������� �ƒ�� �•�‡�•�–�ƒ�„�‹�Ž�‹�–�³�� �…�Š�”�‘�•�‘�•�‘�•�õ. ���ý�•�Ž�‡�†�•�›�� �•�ƒ�œ�•�ƒ�«�—�Œ�À�á�� ���‡��

�������s�� �ƒ�� �������t�� �•�Ž�‘�—���À�� �Œ�ƒ�•�‘�� �•�Ž�À�«�‘�˜�±�� �”�‡�…�‡�’�–�‘�”�›�á�� �•�–�‡�”�±�� �”�‘�œ�’�‘�œ�•�ž�˜�ƒ�Œ�À�� �œ�•�ƒ�«�‡�•�±�� �����	�t�� �ƒ�� �œ�ƒ�Œ�‹�æ�ë�—�Œ�À��

�Œ�‡�Š�‘���’�”�‘�–�‡�ƒ�•�‘�•�ž�Ž�•�À���†�‡�‰�”�ƒ�†�ƒ�…�‹.  

���‡�†�Ž�‡�� �”�‘�œ�’�‘�œ�•�ž�˜�ž�•�À�� �•�—�„�•�–�”�ž�–�õ�� �˜�� �—�„�‹�•�˜�‹�–�‹�•-�’�”�‘�–�‡�ƒ�•�‘�•�ž�Ž�•�À�� �†�”�ž�œ�‡�� �•�Ž�‘�—���À�� �•�˜�ƒ�•�‹�•�•�‘�˜�ý��

Ddi1p i �Œ�ƒ�•�‘�� �•�‡�‰�ƒ�–�‹�˜�•�À�� �”�‡�‰�—�Ž�ž�–�‘�”�� �’�”�‘�–�‡�‹�•�‘�˜�±�� �•�‡�•�”�‡�…�‡��(Gabriely et al. 2008, White et al. 

2011). Ddi1p interaguje s v-SNARE proteiny Snc1 a Snc2 (Lustgarten & Gerst 1999) i 

t-SNARE proteinem Sso1p (Gabriely et al. 2008). Vazbou Sso1p skrze oblast mezi 

�†�‘�•�±�•�ƒ�•�‹�� �������� �ƒ �������� �„�”�ž�•�À�����†�‹�s�’�� �‹�•�–�‡�”�ƒ�•�…�‹�� ���•�‘�s�’�� �• t-SNARE proteinem Sec9p (Gabriely 

et al. 2008). �
�‡�� �–�ƒ�•�� �’�”�ƒ�˜�†�³�’�‘�†�‘�„�•�±�á�� ���‡�� �•�‡�‰�ƒ�–�‹�˜�•�À�� �”�‡�‰�—�Ž�ƒ�«�•�À�� �ˆ�—�•�•�…�‡�� ���†�‹�s�’�� �•�’�‘�«�À�˜�ž�� �˜�‡��

�˜�›�˜�ƒ�œ�‘�˜�ž�•�À�� ������������ �’�”�‘�–�‡�‹�•�õ�� �ƒ�� �„�”�ž�•�³�•�À�� �Œ�‡�Œ�‹�…�Š�� �˜�œ�ž�Œ�‡�•�•�±�� �‹�•�–�‡�”�ƒ�•�…�‹�ä�� ���â�‡�†�� �ï�•�‡�•�‡�•�� �˜�ž�œ�ƒ�Œ�À�…�À��

���•�‘�s�’�� �„�›�Ž�ƒ�� �†�ž�Ž�‡�� �‘�„�Œ�‡�˜�‡�•�ƒ�� ���������� �†�‘�•�±�•�ƒ��(Gabriely et al. 2008)�á�� �•�–�‡�”�ž�� �Œ�‡�� �œ�•�ž�•�ƒ�� �Œ�ƒ�•�‘��

�’�”�‘�–�‡�‘�Ž�›�–�‹�…�•�ý���•�‹�‰�•�ž�Ž���—�”�«�—�Œ�À�…�À���’�”�‘�–�‡�‹�•�›���• �”�›�…�Š�Ž�±���†�‡�‰�”�ƒ�†�ƒ�…�‹��(Rechsteiner & Rogers 1996). 

���‡�†�ž�˜�•�ž�� �•�–�—�†�‹�‡��(Kama et al. 2018) �‘�†�Š�ƒ�Ž�—�Œ�‡�á�� ���‡�� �•�‡�� ���†�‹�s�’�� �•�’�‘�Ž�‡�«�•�³�� �• komplexem 

Cdc48-Npl4-���ˆ�†�s�� �’�‘�†�À�Ž�À�� �•�ƒ�� �•�‡�Ž�‡�•�–�‹�˜�•�À�•�� �ƒ�•�–�‡�”�‘�‰�”�ž�†�•�À�•�� �–�”�ƒ�•�•�’�‘�”�–�—�� �•�ƒ�”�„�‘�š�›�’�‡�’�–�‹�†asy S 

(Cps1p) �†�‘�� �•�—�Ž�–�‹�˜�‡�•�‹�•�—�Ž�ž�”�•�À�…�Š�� �–�³�Ž�À�•�‡�•�� �ƒ�� �†�‘�� �•�˜�ƒ�•�‹�•�•�‘�˜�±�� �˜�ƒ�•�—�‘�Ž�›�� �œ�ƒ�� �ï�«�‡�Ž�‡�• jeho 

proteolytick �± aktivace�ä�� ���’�•�s�’�� �Œ�‡�� �˜�ƒ�•�—�‘�Ž�ž�”�•�À�� �‡�•�œ�›�•�� �‡�š�’�”�‹�•�‘�˜�ƒ�•�ý�� �’�â�‹�� �•�‡�†�‘�•�–�ƒ�–�•�—�� �†�—�•�À�•�—�á��

�•�†�›���œ�ƒ�Œ�‹�æ�ë�—�Œ�‡���˜�›�—���‹�–�À���•�³�•�–�‡�”�ý�…�Š���’�‡�’�–�‹�†�õ���Œ�ƒ�•�‘���Œ�‡�†�‹�•�±�Š�‘���œ�†�”�‘�Œ�‡���†�—�•�À�•�—���ƒ���—�•�‘���Ò�—�Œ�‡���”�‡�…�›�•�Ž�ƒ�…�‹��

�ƒ�•�‹�•�‘�•�›�•�‡�Ž�‹�•�� �’�”�‘�� �•�›�•�–�±�œ�—�� �’�”�‘�–�‡�‹�•�õ (Spormann et al. 1991). Cps1p �Œ�‡�� �•�›�•�–�‡�–�‹�œ�‘�˜�ž�•�� �Œ�ƒ�•�‘��

�•�‡�”�‘�œ�’�—�•�–�•�ý�� �’�‘�Ž�›�’�‡�’�–�‹�†�‘�˜�ý�� �’�”�‡�•�—�”�œ�‘�”�á�� �•�–�‡�”�ý�� �Œ�‡�� �˜ �•�‡�•�”�‡�«�•�À�� �†�”�ž�œ�‡�� �’�”�‘�–�‡�‘�Ž�›�–�‹�…�•�›�� �æ�–�³�’�‡�•�� �•�ƒ��

�ƒ�•�–�‹�˜�•�À�� �”�‘�œ�’�—�•�–�•�‘�—�� �ˆ�‘�”�•�—�á�� �’�â�‹�«�‡�•���� �•�‡�æ�–�³�’�‡�•�±�� ���’�•�sp �ƒ�•�‘�…�‹�—�Œ�À�� �• �•�‡�•�„�”�ž�•�‘�—�ä�� ���ƒ�� �œ�ž�•�Ž�ƒ�†�³��

�˜�ý�•�Ž�‡�†�•�õ�� �‡�š�’�‡�”�‹�•�‡�•�–�õ�� �ƒ�—�–�‘�â�‹�� �’�â�‡�†�’�‘�•�Ž�ž�†�ƒ�Œ�À�á�� ���‡�� �•�‡�� ���†�‹�s�’�� �˜�ž���‡�� �•�˜�‘�— �������� �†�‘�•�±�•�‘�—�� �•�ƒ��

ubikvi ti �•�‘�˜�ƒ�•�±�� �‘�Ž�‹�‰�‘�•�‡�”�›�� ���’�•�s�’�� �•�ƒ�…�Š�ž�œ�‡�Œ�À�…�À�� �•�‡�� �•�ƒ�� �•�‡�•�„�”�ž�•�³�� �•�—�Ž�–�‹�˜�‡�•�‹�•�—�Ž�ž�”�•�À�…�Š�� �–�³�Ž�À�•�‡�•�ä��

���†�‹�s�’���•�ž�•�Ž�‡�†�•�³���•�•�”�œ�‡���•�˜�‘�—�����������†�‘�•�±�•�—���˜�ž���‡ �’�”�‘�–�‡�‹�•�‘�˜�ý���•�‘�•�’�Ž�‡�š Cdc48-Npl4-Ufd1, kter�ý 

�œ�ƒ�Œ�‹�æ�ë�—�Œ�‡�� �”�‘�œ�’�—�æ�–�³�•�À�� �‘�Ž�‹�‰�‘�•�‡�”�õ�� ���’�•�s�’�� �•�ƒ�� �Œ�‡�†�•�‘�–�Ž�‹�˜�±�� �•�‘�•�‘�•�‡�”�›�á�� �«�À�•���� �Œ�‡�� �—�•�‘���•�³�•�‘�� �Œ�‡�Œ�‹�…�Š��

�•�ž�•�Ž�‡�†�•�±���’�â�‡�•�‡�•�‡�•�À���†�‘���‹�•�–�”�ƒ�Ž�—�•�‡�•�ž�Ž�•�À�…�Š���˜�‡s�‹�•�—�Ž�õ���ƒ���˜�ƒ�•�—�‘�Ž�›��(Kama et al. 2018). 

���«�•�‘�Ž�‹�˜�� �•�ž�� �•�˜�ƒ�•�‹�•�•�‘�˜�ý�� ���†�‹�s�’�� �������� �†�‘�•�±�•�—�� �”�‡�–�”�‘�˜�‹�”�‘�˜�ý�…�Š�� �’�”�‘�–�‡�ƒ�•, jeho 

�’�”�‘�–�‡�‘�Ž�›�–�‹�…�•�ž���ƒ�•�–�‹�˜�‹�–�ƒ���„�›�Ž�ƒ���†�‘�’�‘�•�—�†���’�”�‘�•�ž�œ�ž�•�ƒ���’�‘�—�œ�‡���•�‡�’�â�À�•�‘�ä�����ƒ�–�ƒ�Ž�›�–�‹�…�•�ý���ƒ�•�’�ƒ�”�–�ž�–�����t�t�r��

je nezbyt�•�ý���’�”�‘���’�‘�–�Ž�ƒ�«�‡�•�À���•�—�–�ƒ�…�‡��pds1-128 �˜�›�•�ƒ�œ�—�Œ�À�…�À���’�‘�”�—�…�Š�›���”�õ�•�–�— (Gabriely et al. 2008) 
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���œ�ž�Œ�‡�•�•�ý���˜�œ�–�ƒ�Š���������w���ƒ���������w���˜ �„�—�•�³�«�•�±���‘�†�’�‘�˜�³�†�‹���•�ƒ���’�‘�æ�•�‘�œ�‡�•�À�������� 

���•�–�‡�”�ƒ�•�…�‡���‰�‡�•�õ��WSS1 a DDI1 �„�›�Ž�ƒ���’�‘�’�”�˜�±���‘�†�Š�ƒ�Ž�‡�•�ƒ���’�â�‹�����
���� ���œ���ƒ�•�‰�ä�����›�•�–�Š�‡�–�‹�…���
�‡�•�‡��

���”�”�ƒ�›���� �ƒ�•�ƒ�Ž�ý�œ�‡�� �•�‡�Ž�‡�–�ž�Ž�•�À�…�Š�� �•�—�–�ƒ�…�À�� �˜ �•�˜�ƒ�•�‹�•�•�‘�˜�ý�…�Š�� �„�—�Ò�•�ž�…�Š (Costanzo et al. 2016), kdy 

�•�‘�—�«�ƒ�•�•�ž�� �†�‡�Ž�‡�…�‡�� �‘�„�‘�—�� �–�³�…�Š�–�‘�� �‰�‡�•�õ�� �œ�’�õ�•�‘�„�‘�˜�ƒ�Ž�ƒ�� �— �•�˜�ƒ�•�‹�•�‡�•�� �•�›�•�–�‡�–�‹�…�•�‘�—�� �’�‘�”�—�…�Š�—�� �”�õ�•�–�—��

���˜�ý�”�ƒ�œ�•�±�� �•�•�À���‡�•�À�� ���‹�˜�‘�–�ƒ�•�…�Š�‘�’�•�‘�•�–�‹���ä�� ���³�Š�‡�•�� �˜�ý�œ�•�—�•�—���–�±�–�‘�� �•�‡�‰�ƒ�–�‹�˜�•�À�� �‰�‡�•�‡�–�‹�…�•�±�� �‹�•�–�‡�”�ƒ�•�…�‡�� �˜��

�Ž�ƒ�„�‘�”�ƒ�–�‘�â�‹�� �æ�•�‘�Ž�‹�–�‡�Ž�•�›�� �„�›�Ž�‘�� �‘�„�Œ�‡�˜�‡�•�‘�á�� ���‡�� �ˆ�‡�•�‘�–�›�’�� �•�‘�—�«�ƒ�•�•�±�� �œ�–�”�ž�–�›��WSS1 a DDI1 �Œ�‡�� �—�•�‘�…�•�³�•��

�’�â�‹�� �’�õ�•�‘�„�‡�•�À�� �Š�›�†�”�‘�š�›�•�‘�«�‘�˜�‹�•�› (Svoboda et al. 2019, v �”�‡�…�‡�•�œ�•�À�•�� �â�À�œ�‡�•�À�� �˜ DNA Repair).  

���ƒ�–�‘�� �•�Ž�‘�—�«�‡�•�‹�•�ƒ�� �Œ�‡�� �œ�•�ž�•�ƒ�� �Œ�ƒ�•�‘��inhibitor �«�‹�•�•�‘�•�–i ribonukleotidreduktas �›�á�� �•�Ž�À�«�‘�˜�±�Š�‘��

�‡�•�œ�›�•�—�� �•�ƒ�–�ƒ�Ž�›�œ�—�Œ�À�…�À�� �’�â�‡�•�³�•�—�� �”�‹�„�‘�•�—�•�Ž�‡�‘�–�‹�†�õ�� �•�ƒ�� �†�‡�‘�š�›�”�‹�„�‘�•�—�•�Ž�‡�‘�–�‹�†�›�ä�� ���õ�•�‘�„�‡�•�À��

�Š�›�†�”�‘�š�›�•�‘�«�‘�˜�‹�•�› �–�ƒ�•�� �œ�ƒ�’�â�À�«�‹�Ò�—�Œ�‡�� �•�‡�†�‘�•�–�ƒ�–�‡�•�� �†�������á�� �•�˜�õ�Ž�‹�� �«�‡�•�—���� �†�‘�…�Š�ž�œ�À�� �• �œ�ƒ�•�–�ƒ�˜�‡�•�À��

�•�›�•�–�±�œ�›�� �������� �����‘�­��et al. 2004). ���‘�—�«�ƒ�•�•�³�� �’�â�À�–�‘�•�•�‘�•�–�� ������ �œ�’�õ�•�‘�„�—�Œ�‡ �’�‘�æ�•�‘�œ�‡�•�À�� �������� �•�•�”�œ�‡��

tvorbu ROS a NOS (Sakano et al. 2001). ���ý�•�Ž�‡�†�•�›���˜�ý�œ�•�—�•�—���Ž�ƒ�„�‘�”�ƒ�–�‘�â�‡���æ�•�‘�Ž�‹�–�‡�Ž�•�›���’�ƒ�•���†�ž�Ž�‡��

�’�”�‘�•�ƒ�œ�—�Œ�À�á�� ���‡�� �’�‘�œ�‘�”�‘�˜�ƒ�•�‘�—�� �’�â�‡�…�‹�–�Ž�‹�˜�³�Ž�‘�•�–�� �•�ƒ�� ������ �Ž�œ�‡�� �œ�ƒ�…�Š�”�ž�•�‹�–�� �•�ƒ�†�’�”�‘�†�—�•�…�À�� ���†�‹�s�’�á�� �ƒ�˜�æ�ƒ�•��

jeho funkce je v �–�‘�•�–�‘�� �’�â�À�’�ƒ�†�³�� �œ�ž�˜�‹�•�Ž�ž�� �•�ƒ�� �•�ƒ�–�ƒ�Ž�›�–�‹�…�•�±�•�� �ƒ�•�’�ƒ�”�–�ž�–�—�� ���t�t�r�� �•�ƒ�…�Š�ž�œ�‡�Œ�À�…�À�� �•�‡��

v �������� �†�‘�•�±�•�³�� �ƒ�� �’�â�À�–�‘�•�•�‘�•�–�‹�� �������� �†�‘�•�±�•�› (Svoboda et al. 2019). ���‘�•�ƒ�˜�ƒ�†�•�À�� �˜�æ�‡�‘�„�‡�…�•�±��

znalosti o WSS1/Wss1p a DDI1/Ddi1p, �Œ�‡�Œ�‹�…�Š���’�‘�œ�‘�”�‘�˜�ƒ�•�±���‰�‡�•�‡�–�‹�…�•�±���‹�•�–�‡�”�ƒ�•�…�‡��a podobnost 

�˜�� �‘�”�‰�ƒ�•�‹�œ�ƒ�…�‹�� �†�‘�•�±�• vedou k �Š�›�’�‘�–�±�œ�‡�á�� ���‡�� �•�‡�� ���†�‹�s�’�á�� �•�–�‡�Œ�•�³�� �Œ�ƒ�•�‘�� �•�˜�ƒ�•�‹�•�•�‘�˜�ý�� ���•�•�s�’�á�� �’�â�À�•�‘��

pod�À�Ž�À�� �•�ƒ�� �„�—�•�³�«�•�±�� �‘�†�’�‘�˜�³�†�‹�� �•�ƒ�� �’�‘�æ�•�‘�œ�‡�•�À�� �������á�� �Œ�‡���� �„�›�Ž�ƒ�� �‹�•�†�—�•�‘�˜�ž�•�ƒ�� �‰�‡�•�‘�–�‘�š�‹�…�•�ý�•��

�’�õ�•�‘�„�‡�•�À�•�� ����, a to skrze �’�”�‘�–�‡�‘�Ž�›�–�‹�…�•�±�� �œ�’�”�ƒ�…�‘�˜�ž�•�À �������� �«�‹�� �Œ�‹�•�ý�…�Š�� �’�‡�˜�•�³�� �œ�ƒ�…�Š�›�…�‡�•�ý�…�Š��

�’�”�‘�–�‡�‹�•�õ���•�ƒ���œ�ƒ�•�–�ƒ�˜�‡�•�ý�…�Š���”�‡�’�Ž�‹�•�ƒ�«�•�À�…�Š���˜�‹�†�Ž�‹�«�•�ž�…�Š.   
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4 M��������������������������������  

4.1 M��������������  

4.1.1 DNA 

�x Syntet�‹�…�•�±���‘�Ž�‹�‰�‘�•ukleotidy (�•�›�•�–�‡�–�‹�œ�‘�˜�ž�•�› firmou Sigma-Aldrich)  

Tab. 1. | ���‡�œ�•�ƒ�•���’�‘�—���‹�–�ý�…�Š���‘�Ž�‹�‰�‘�•�—�•�Ž�‡�‘�–�‹�†�õ. 

���������,�����A  SEKVENCE ���w�²-�u�²�� 

M13 F TGT AAA ACG ACG GCC AGT 

M13 R CAG GAA ACA GCT ATG AC 

GPDproF CGG TAG GTA TTG ATT GTA ATT CTG 

WSS1F ATG AAG ACA GAA GGA ATA AAA AGC C 

WSS1R AGT GAG ATC AAT AAC TTC GAT AAG AG 

E116Q_F CAC CAT GCT GCA CCA ATT AAC TCA CAA TTT ATT C 

E116Q_R GAA TAA ATT GTG AGT TAA TTG GTG CAG CAT GGT G 

attB1_KOZAK AA AAA GCA GGC TCA AAA AAT GAA GAC AGA AGG AAT AAA AAG 

attB2_STOP AGA AAG CTG GGT ATT AAG TGA GAT CAA TAA CTT CGA TAA G 

attB1_UNIadapter GGG GAC AAG TTT GTA CAA AAA AGC AGG CT 

attB2_UNIadapter GGG GAC CAC TTT GTA CAA GAA AGC TGG GT 

delDBD_F GTG GAA GTG GTT CAA GAG AGT TGG CGG CTT TTG 

delDBD_R CTT GAA CCA CTT CCA CCG AGA CGT TGA C 

delWLM_F AAG CAG GCT AAA AAA TGT TGT ACG ACA CAT TTT TGG GGA AC 

delWLM_R CAT TTT TTA GCC TGC TTT TTT GTA C 

PR_DWN CAA GAA AGG TGG GTA TTA TGT GTC GTA CAA ACC TCT TTG 

mutSHP_F GCT TTG GCG AAC GCT CAA CGT CTC GGT GGA AG 

mutSHP_R AGC GTT CGC CAA AGC TGT GTC GTA CAA ACC TCT TTG 

mutVIM_F ATC ATC GAA CGG CGG TAT AGA GAT GAT CGC TGG TG 

mutVIM_R CCG CCG TTC GAT GAT AAA AGC CGC CAA CTC TC 

mutSIM1_F GCT GCA GCA GCT GAT GAT GAT GAC GAG GTA CTC C 

mutSIM1_R ATC AGC TGC TGC AGC TTC TAA GGA GCT GCT AAT ATT ATC AC 

mutSIM2_F GCT GCT GCC GCT TAA TAC CCA GCT TTC TTG TAC AAA G 

mutSIM2_R TTA AGC GGC AGC AGC AAC TTC GAT AAG AGT ATC TCC CG 

HA-tag_F GAT GTT CCA GAT TAC GCT GGA TCC AAG ACA GAA GGA ATA AAA AGC CC 

HA-tag_R GTA ATC TGG AAC ATC GTA TGG GTA CAT TTT TTA GCC TGC TTT TTT GTA 

 

�x DNA vektory 

o pCR�: -Blunt s �•�Ž�‘�•�‘�˜�ƒ�•�ý�•���‰�‡�•�‡�•��WSS1 poskytnut od Michala Svobody 

(�Ž�ƒ�„�‘�”�ƒ�–�‘�â���æ�•�‘�Ž�‹�–�‡�Ž�•�›)�ä�����‘�•�•�–�”�—�•�–���„�›�Ž���’�â�‹�’�”�ƒ�˜�‡�• firmou GenScript 

(www.genscript.com). 

o �
�ƒ�–�‡�™�ƒ�›�;���’���������;�t�t�s�������•�˜�‹�–�”�‘�‰�‡�•�;�á�����Š�‡�”�•�‘���	�‹�•�Š�‡�”�����…�‹�‡�•�–�‹�ˆ�‹�…�á���•�ƒ�–�ä��

d12536017) 
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o pAG416GAL-ccdB poskytnut od Susan Lindquist (Addgene plasmid # 

14147) 

o pAG416GPD-ccdB poskytnut od Susan Lindquist (Addgene plasmid # 

14148) 

�x ���–�ƒ�•�†�ƒ�”�†�›���•�‘�Ž�‡�•�—�Ž�‘�˜�ý�…�Š���Š�•�‘�–�•�‘�•�–�À 

o GelPilot 100 bp Plus ladder (Qiagen, �•�ƒ�–�ä���«�ä��239025) 

o GelPilot 1 kb ladder (Qiagen, �•�ƒ�–�ä���«�ä��239085) 

o GelPilot 1 kb Plus ladder (Qiagen, �•�ƒ�–�ä���«�ä��239095) 

4.1.2 Enzymy 

�x T5 exonukleasa (New England Biolabs, �•�ƒ�–�ä���«�ä�������u�x�u��) 

�x Taq DNA ligasa (New England B�‹�‘�Ž�ƒ�„�á���•�ƒ�–�ä���«�ä�������t�r�z�t��) 

�x Pfu DNA polymerasa (Promega, �•�ƒ�–�ä���«�ä��M7748) 

�x Dpn I endonukleasa (New England BioLabs, �•�ƒ�–�ä���«�ä��R0176S) 

�x ���Š�—�•�‹�‘�•�:�����‹�‰�Š-Fidelity DNA polymerasa (New England BioLabs, �•�ƒ�–�ä���«�ä��MO530L) 

�x PPP Master Mix �� Taq polymerasa (Top-Bio, �•�ƒ�–�ä���«�ä��P125)  

�x �
�ƒ�–�‡�™�ƒ�›�;�����������Ž�‘�•�ƒ�•�‡�;���������‡�•�œ�›�•�‘�˜�ž���•�•�³�• (Invitrogen, �•�ƒ�–�ä���«�ä��11791020)  

�x �
�ƒ�–�‡�™�ƒ�›�;�����������Ž�‘�•�ƒ�•�‡�;���������‡�•�œ�›�•�‘�˜�ž���•�•�³�• (Invitrogen, �•�ƒ�–�ä���«�ä��11799020)  

4.1.3 ���”�‘�–�‹�Ž�ž�–�•�› 

�x HA-T�ƒ�‰�������t�{�	�v�����•�”�ž�Ž�‹�«�À���•�‘�•�‘�•�Ž�‘�•�ž�Ž�•�À���’�”�‘�–�‹�Ž�ž�–�•�ƒ�������‡�Ž�Ž�����‹�‰�•�ƒ�Ž�‹�•�‰���–�‡�…�Š�•�‘�Ž�‘�‰�›�:�á��kat. 

�«�ä��3724)  

�x �������›�‡�:���z�r�r�������•�‘�œ�À���’�‘�Ž�›�•�Ž�‘�•�ž�Ž�•�À���ƒ�•�–�‹-�•�”�ž�Ž�‹�«�À�����‰�
��������-COR, �•�ƒ�–�ä���«�ä��926-32211) 

�x ���
�����’�”�‘�–�‹�Ž�ž�–�•�ƒ�������‘�˜�‡�š�á���•�ƒ�–�ä���«�ä��459250) 

�x IRDye�:���x�z�r���� �•�‘�œ�À���’�‘�Ž�›�•�Ž�‘�•�ž�Ž�•�À���ƒ�•�–�‹-�•�›�æ�À�����‰�
��������-COR, �•�ƒ�–�ä���«�ä��926-68070) 

4.1.4 Roztoky a pufry 

�x Cu�–���•�ƒ�”�–�;���’�—�ˆ�”�������‡�™�����•�‰�Ž�ƒ�•�†�����‹�‘�Ž�ƒ�„�•�á���•�ƒ�–�ä���«�ä��B7204S) 

�x ���ˆ�—���s�r�����”�‡�ƒ�•�«�•�À���’�—�ˆ�”���™���t�r�•�������‰����4 (Promega, �•�ƒ�–�ä���«�ä��M776A) 

�x Phusion�:�����	���”�‡�ƒ�•�«�•�À���’�—�ˆ�”�������‡�™�����•�‰�Ž�ƒ�•�†�����‹�‘�Ž�ƒ�„�•�á���•�ƒ�–�ä���«�ä��B0518S) 

�x Phusion�:���
�����”�‡�ƒ�•�«�•�À���’�—�ˆ�”�������‡�™�����•�‰�Ž�ƒ�•�†�����‹�‘�Ž�ƒ�„�•�á���•�ƒ�–�ä���«�ä��B0519S) 

4.1.5 ���‘�•�‡�”�«�•�À���•�‘�—�’�”�ƒ�˜�› 

�x �������“�—�‹�…�•���
�‡�Ž�����š�–�”�ƒ�…�–�‹�‘�•�����‹�–�������‹�ƒ�‰�‡�•�á���•�ƒ�–�ä���«�ä��28706)  

�x �����������;���’�Ž�ƒ�•�•�‹�†���•�‹�•�‹�’�”�‡�’ kit  (Zymo research, �•�ƒ�–�ä���«�ä��D4020) 
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4.1.6 ���Š�‡�•�‹�•�ž�Ž�‹�‡���’�”�‘���’�â�À�’�”�ƒ�˜�—���•�±�†�‹�À 

�x YPD �„�—�Œ�×�•��pro mikrobiologii (Sigma-Aldrich, �•�ƒ�–�ä���«�ä��Y1375-1KG) 

�x YPD agar (Sigma-Aldrich, �•�ƒ�–�ä���«�ä��Y1500-1KG) 

�x ���ƒ�•�–�‡�”�‹�‘�Ž�‘�‰�‹�…�•�ý���ƒ�‰�ƒ�”�������‹�‰�•�ƒ-Aldrich, �•�ƒ�–�ä���«�ä��A5306-250G) 

�x ���˜�ƒ�•�•�‹�«�•�ž���†�—�•�À�•�ƒ�–�ž���„�ž�œ�‡ bez aminokyselin (Sigma-Aldrich, �•�ƒ�–�ä���«�ä��Y0626-250G) 

�x ���›�†�”�‘�š�›�•�‘�«�‘�˜�‹�•�ƒ (Sigma-Aldrich, �•�ƒ�–�ä���«�ä��H8627) 

�x Ampicilin (Sigma-Aldrich, �•�ƒ�–�ä���«�ä��A1000000) 

�x ���ƒ�•�ƒ�•�›�…�‹�•���•�—�Ž�ˆ�ž�–�������‹�‰�•�ƒ-Aldrich, �•�ƒ�–�ä���«�ä��K1377) 

�x L-Arginin, L-���•�’�ƒ�”�ƒ�‰�‘�˜�ž kyselina, L-�
�Ž�—�–�ƒ�•�‘�˜�ž���•�›�•�‡�Ž�‹�•�ƒ, L-Lysin, L-Fenylalanin, 

L-Serin, L-Threonin, L-Tyrosin, L-Valin, Adenin, L-Leucin, L-Methionin, L-

Tryptofan, Uracil (Sigma-Aldrich) 

4.1.7 ���•�–�ƒ�–�•�À���«�‹�•�‹�†�Ž�ƒ���ƒ���…�Š�‡�•�‹�•�ž�Ž�‹�‡ 

�x Mili -Q H2O [�’�â�‹�’�”�ƒ�˜�‡�•�ƒ���’�‘�•�‘�…�À���’�â�À�•�–�”�‘�Œ�‡��Milli- ���:�����•�–�‡�‰�”�ƒ�Ž�����ƒ�–�‡�”�����—�”�‹�ˆ�‹�…�ƒ�–�‹�‘�•��

System for Ultrapure Water by Merck (Millipore) �ƒ���ƒ�—�–�‘�•�Ž�ž�˜�‘�˜�ž�•�ƒ] 

�x Barva nukl�‡�‘�˜�ý�…�Š���•�›�•�‡�Ž�‹�•���
�‡�Ž���‡�†�:�á�������‹�‘�–�‹�—�•�á���•�ƒ�–�ä���«�ä��41003) 

�x Akrylamid (Sigma-Aldrich, �•�ƒ�–�ä���«�ä��A3553) 

�x ���‡�”�‘�š�‘�†�‹�•�À�”�ƒ�•���ƒ�•�‘�•�•�ý��(APS) (Sigma-Aldrich, �•�ƒ�–�ä���«�ä��A3678) 

�x ���á���á���"�á���"-tetramethylethylenediamine (TEMED) (Sigma-Aldrich, �•�ƒ�–�ä���«�ä��T9281) 

�x Agarosa pro agarosovou �‡�Ž�‡�•�–�”�‘�ˆ�‘�”�±�œu (Serva, �•�ƒ�–�ä���«�ä��11404.05) 

�x 100% Dimethylsulfoxid (New England Biolabs, �•�ƒ�–�ä���«�ä��B0515A) 

�x Dith iothreitol (Sigma-Aldrich, �•�ƒ�–�ä���«�ä��D0632-100G) 

�x Polyethylen-glykol 3350 (Affymetrix, �•�ƒ�–�ä���«�ä��P4338-500G) 

�x Sada �•�‘�†�•�ý�…�Š���•�‘�Ž�À��dNTP (Sigma-Aldrich, �•�ƒ�–�ä���«�ä��11969064001) 

�x Sacharosa (Penta, �•�ƒ�–�ä���«�ä��24970-31000) 

�x B�”�‘�•�ˆ�‡�•�‘�Ž�‘�˜�ž �•�‘�†�â����Serva, �•�ƒ�–�ä���«�ä��15375.01) 

�x DNA z �Ž�‘�•�‘�•�À�…�Š���˜�ƒ�”�Ž�ƒ�–�������‹�‰�•�ƒ-Aldrich, �•�ƒ�–�ä���«�ä��D1626)  

�x Octan l�‹�–�Š�•�ý���†�‹�Š�›�†�”�ž�–�������‹�‰�•�ƒ-Aldrich, �•�ƒ�–�ä���«�ä��L4158-250G) 

�x H�›�†�”�‘�‰�‡�•�ˆ�‘�•�ˆ�‘�”�‡�«�•�ƒ�•���•�‘�†�•�ý�������ƒ�…�Š-Ner, �•�ƒ�–�ä���«�ä��30061-CP0) 

�x D�‹�Š�›�†�”�‘�‰�‡�•�ˆ�‘�•�ˆ�‘�”�‡�«�•�ƒ�•���†�”�ƒ�•�‡�Ž�•�ý�������ƒ�…�Š-Ner, �•�ƒ�–�ä���«�ä��30016-CP0) 

�x ���Š�Ž�‘�”�‹�†���•�‘�†�•�ý�������‡�•�–�ƒ�á��kat. �«�ä��16590-00000) 

�x ���Š�Ž�‘�”�‹�†���†�”�ƒ�•�‡�Ž�•�ý�������ƒ�…�Š-���‡�”�á���•�ƒ�–�ä���«�ä��30076-CP0) 

4.1.8 ���ƒ�•�–�‡�”�‹�ž�Ž�•�À���ƒ���•�˜�ƒ�•�‹�•�•�‘�˜�±���•�—�Ž�–�—�”�› 

�x ���Š�‡�•�‹�…�•�›���•�‘�•�’�‡�–�‡�•�–�•�À��Escherichia coli ���•�‡�����Š�‘�–�;���������s�r�������•�˜�‹�–�”�‘�‰�‡�•�;�á�����Š�‡�”�•�‘��

Fisher ���…�‹�‡�•�–�‹�ˆ�‹�…�á���•�ƒ�–�ä���«�ä�����v�r�v�r�s�r�� 
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�x Kmeny kvasinek Saccharomyces cerevisiae �’�”�‘���•�‘�•�’�Ž�‡�•�‡�•�–�ƒ�«�•�À���‡�š�’�‡�”�‹�•�‡�•�–�›��

z �Ž�ƒ�„�‘�”�ƒ�–�‘�â�‡�����Š�ƒ�”�Ž�‡�•�‡�����‘�‘�•�ƒ�������‘�‘�•�‡�����ƒ�„�á��Donnelly Centre, University of Toronto) 

 

Tab. 2. | ���‡�œ�•�ƒ�•���’�‘�—���‹�–�ý�…�Š���•�•�‡�•�õ���•�˜�ƒ�•�‹�•�‡�•��Saccharomyces cerevisiae. 

���������,�����A      GENOTYP 

�a�ƒ�†�ƒ���ƒ��- kmeny s �ƒ�Ž�‡�Ž�‘�—���’�ž�”�‘�˜�ƒ�…�À�Š�‘���Ž�‘�•�—�•�—��MATa 

[a] �Ã�†�†�‹�w MATa, his3-���w leu2-���v ura3-���v met15-���v��ddi1::KAN 

[a] �Ã�™�•�•�w MATa, his3-���w leu2-���v ura3-���v met15-���v��wss1::KAN 

[a] WT MATa, his3-���w leu2-���v ura3-���v met15-���v���—�”�ƒ�y���ã�ã������ 

�a�ƒ�†�ƒ���= - kmeny s �ƒ�Ž�‡�Ž�‘�—���’�ž�”�‘�˜�ƒ�…�À�Š�‘���Ž�‘�•�—�•�—��MAT�= 

[�=] �Ã�†�†�‹1 
MAT�=, can1-���v�ã�ãSTE2pr-Sp_HIS5 lys1-���v his3-���w leu2-���v ura3-���v met15-���v 
LYS2 ddi1::NAT 

[�=] �Ã�™�•�•�w 
MAT�=, can1-���v�ã�ã�������x�’�”-Sp_HIS5 lys1-���v his3-���w leu2-���v ura3-���v met15-���v 
LYS2 wss1::NAT 

[�=] WT 
MAT�=, can1-���v�ã�ã�������x�’�”-Sp_HIS5 lys1-���v his3-���w leu2-���v ura3-���v met15-���v 
LYS2 �Š�‹�•�y���ã�ã������ 

���â�À���‡�•�±���•�•�‡�•�›  

�Ã�†�†�‹�w�Ã�™�•�•�w 
MAT�=/ MATa �…�ƒ�•�w���v�ã�ã�������x�’�”-Sp_HIS5 lys1-���v���Ž�›�•�w-���v his3-���w���Š�‹�•�y-���w 
leu2-���v���Ž�‡�—�x-���v ura3-���v���—�”�ƒ�y-���v met15-���v���•�‡�–�w�{-���v LYS2 ddi1::KAN 
wss1::NAT 

�Ã�™�•�•�w�Ã�†�†�‹�w 
MAT�=/ MATa �…�ƒ�•�w���v�ã�ã�������x�’�”-Sp_HIS5 lys1-���v���Ž�›�•�w-���v his3-���w���Š�‹�•�y-���w 
leu2-���v���Ž�‡�—�x-���v ura3-���v���—�”�ƒ�y-���v met15-���v���•�‡�–�w�{-���v LYS2 wss1::KAN 
ddi1::NAT 

 

 

4.2 METODY 

4.2.1 ���â�À�’�”�ƒ�˜�ƒ���’�—�ˆ�”�õ���ƒ���‰�‡�Ž�õ 

�x Tris-EDTA pufr (pH 8): 10 mM Tris; 1 mM EDTA 

�x TAE pufr (pH 8): 5,71 % (v/v) 99% CH3COOH; 10 % (v/v) 0,5M EDTA, 24,2 % 

(w/v) Tris-HCl; ddH2O 

�x PBS pufr (pH 7.4): 10 mM Na2HPO4; 1,8 mM KH2PO4; 137 mM NaCl; 2,7 mM KCl, 

ddH20 

�x ���œ�‘�”�•�‘�˜�ý���’�—�ˆ�”���’�”�‘���ƒ�‰�ƒ�”�‘�•�‘�˜�± �‰�‡�Ž�›�ã���s�r���¨�����™���˜�����•�ƒ�…�Š�ƒ�”�×�œ�ƒ; 0.1 % (w/v) 

�„�”�‘�•�ˆ�‡�•�‘�Ž�‘�˜�ž���•�‘�†�â; ddH2O 

�x ���œ�‘�”�•�‘�˜�ý���’�—�ˆ�”���’�”�‘���’�‘�Ž�›�ƒ�•�”�›�Ž�ƒ�•�‹�†�‘�˜�±���‰�‡�Ž�›: 0,06 M Tris-HCl (pH 6,8); 4 % (v/v) 

�>-merkaptoetanol; 5 % (v/v) glycerol; 2 % (w/v) SDS; 0,0025 % (w/v) 

�„�”�‘�•�ˆ�‡�•�‘�Ž�‘�˜�ž���•�‘�†�â�� 

�x ���Ž�‡�•�–�”�‘�†�‘�˜�ý���’�—�ˆ�”�����’�����x�á�z���ã���t�w���•�������”�‹�•�â���t�w�r���•�����‰�Ž�›�…�‹�•�â���r�á�s���¨�����˜���˜���������� 

�x ���â�‡�•�‘�•�‘�˜�ý���’�—�ˆ�”�ã���s�{�t���•�����‰�Ž�›�…�‹�•�â���t�w���•�������”�‹�•�������Ž�â���s�r���¨�����˜���˜�����•�‡�–�ƒ�•�‘�Ž�á���†�†��2O 
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L-Arginin (0,2 %), L-���•�’�ƒ�”�ƒ�‰�‘�˜�ž�� �•�›�•�‡�Ž�‹�•�ƒ (1 %), L-�
�Ž�—�–�ƒ�•�‘�˜�ž�� �•�›�•�‡�Ž�‹�•�ƒ 

(1 %), L-Lysin (0,3 %), L-Fenylalanin (0,5 %), L-Serin (4 %), L-Threonin (2 

%), L-Tyrosin (0,3 %), L-Valin (1,5 %) 

4.2.3 ���â�À�’�”�ƒ�˜�ƒ���‰�‡�•�—��wss1E116Q �•�×�†�—�Œ�À�…�À���•�ƒ�–�ƒ�Ž�›�–�‹�…�•�›���•�‡�ƒ�•�–�‹�˜�•�À���˜�ƒ�”�‹�ƒ�•�–�—�����•�•�s�’ 

���”�‘�� �’�â�À�’�”�ƒ�˜�—�� �•�ƒ�–�ƒ�Ž�›�–�‹�…�•�›�� �•�‡�ƒ�•�–�‹�˜�•�À�� �˜�ƒ�”�‹�ƒ�•�–�›�� ���•�•�s�’�� �„�›�Ž�ƒ�á�� �•�ƒ�� �œ�ž�•�Ž�ƒ�†�³�� �«�Ž�ž�•�•�—��

(Stingele et al. 2014) do genu WSS1 �˜�•�‡�•�‡�•�ƒ�� �„�‘�†�‘�˜�ž�� �•�—�–�ƒ�…�‡�� �œ�’�õ�•�‘�„�—�Œ�À�…�À�� �œ�ž�•�³�•�—��

�•�‡�‰�ƒ�–�‹�˜�•�³���•�ƒ�„�‹�–�±�Š�‘���‰�Ž�—�–�ƒ�•�ž�–�— (E116) v �ƒ�•�–�‹�˜�•�À�•���•�À�•�–�³���‡�•�œ�›�•�—���œ�ƒ���•�‡�—�–�”�ž�Ž�•�À���‰�Ž�—�–�ƒ�•�‹�•���������ä�� 

Mutace byla �˜�›�–�˜�‘�â�‡�•�ƒ metodou QuikChange�:  Site-Directed Mutagenesis podle 

protokolu pro soupravu QuikChange�:  II Site-Directed Mutagenesis kit (Agilent 

Technologies). Nejprve byla provedena PCR amplifikace vektoru �’�����; -Blunt s genem 

WSS1 �’�‘�•�‘�…�À�� �‘�Ž�‹�‰�‘�•�—�•�Ž�‡�‘�–�‹�†�‘�˜�ých primer�õ E116Q_F a E116Q_R �‘�„�•�ƒ�Š�—�Œ�À�…�À�� �’�‘���ƒ�†�‘�˜�ƒ�•�‘�—��

mutaci v termocykleru Biometra TRIO �v�x�� �����•�ƒ�Ž�›�–�‹�•�� �
�‡�•�ƒ���ä�� ���Ž�‘���‡�•�À�� �”�‡�ƒ�•�«�•�À�…�Š�� �•�•�³�•�À�� �ƒ��

�’�‘�†�•�À�•�•�›���”�‡�ƒ�•�…�‡���Œ�•�‘�—���—�˜�‡�†�‡�•�›���˜ tab. 3 a 4. Produkty reakce byly �†�ž�Ž�‡���‹�•�•�—�„�‘�˜�ž�•�›���s���Š���’�â�‹��

�u�y�� �¹���� �•�� �‡�•�†�‘�•�—�•�Ž�‡�ƒ�•�‘�—�� ���’�•�� ���� �æ�–�³�’�À�…�À�� �–�‡�•�’�Ž�ž�–�‘�˜�‘�—�� �•�‡�–�›�Ž�‘�˜�ƒ�•�‘�—�� �������ä�� ���ý�•�Ž�‡�†�•�±�� �’�”�‘�†�—�•�–�›��

�„�›�Ž�›���•�ž�•�Ž�‡�†�•�³���ƒ�•�ƒ�Ž�›�œ�‘�˜�ž�•�›���’�‘�•�‘�…�À �ƒ�‰�ƒ�”�‘�•�‘�˜�±���‡�Ž�‡�•�–�”�‘�ˆ�‘�”�±�œ�›�ä 

Tab. 3. | ���Ž�‘���‡�•�À���•�•�³�•�À pro QuikChange Site-Directed Mutagenesis PCR 

 VZOREK KONTROLA 

�s�r�­�����ˆ�—���”�‡�ƒ�•�«�•�À���’�—�ˆ�” �w���Jl 5 �Jl 
���‡�•�’�Ž�ž�–�‘�˜�ž�������������t�r���•�‰���J�Ž�� 1 �Jl 1 �Jl 
E116Q_F (20 mM) 1,25 �Jl 1,25 �Jl 
E116Q_R (20 mM) 1,25 �Jl 1,25 �Jl 
dNTP mix (10 mM) 1 �Jl 1 �Jl 
Mili-Q H2O 31 �Jl 32 �Jl 
Pfu polymerasa 1 �Jl - 

Tab. 4. | ���‡�ƒ�•�«�•�À���’�‘�†�•�À�•�•�›��QuikChange Site-Directed Mutagenesis PCR 

 TEPLOTA �,����   

1. �{�w���¹�� 30 s  

2. �{�w���¹�� 30 s 
�s�z���…�›�•�Ž�õ 3. 55 �¹�� 1 min 

4. 68 �¹�� 2 min 
5. �x�z���¹�� 5 min  

4.2.4 ���‰�ƒ�”�‘�•�‘�˜�ž���‡�Ž�‡�•�–�”�‘�ˆ�‘�”�±�œ�ƒ�����������’�”�‘�†�—�•�–�õ 

���”�‘�†�—�•�–�›�� �������� �”�‡�ƒ�•�…�À�� �„�›�Ž�›�� �ƒ�•�ƒ�Ž�›�œ�‘�˜�ž�•�›�� �’�‘�•�‘�…�À �Š�‘�”�‹�œ�‘�•�–�ž�Ž�•�À�� �ƒ�‰�ƒ�”�‘�•�‘�˜�±��

�‡�Ž�‡�•�–�”�‘�ˆ�‘�”�±�œ�›�ä�����â�‹�’�”�ƒ�˜�‡�•�ý���r,8% �ƒ�‰�ƒ�”�‘�•�‘�˜�ý���‰�‡�Ž���„�›�Ž���•�ƒ�Ž�‹�–���†�‘���ƒ�’�ƒ�”�ƒ�–�—�”�›�����™�Ž�;�����ƒ�•�›���ƒ�•�–�;�����s����

Mini Gel Electrophoresis Systems (���Š�‡�”�•�‘�� ���…�‹�‡�•�–�‹�ˆ�‹�…�;���ä�� ���‘�� �œ�ƒ�–�—�Š�•�—�–�À�� �‰�‡�Ž�—�� �„�›�Ž�›�� �”�‡�ƒ�•�«�•�À��

�•�•�³�•�‹�� �’�‘�� �������� �•�•�À�…�Š�ž�•�›�� �• v�œ�‘�”�•�‘�˜�ým pufrem pro �ƒ�‰�ƒ�”�‘�•�‘�˜�± gely (v �’�‘�•�³�”�—�� �w�ã�s���� �ƒ��

�•�ƒ�•�‡�•�‡�•�›�� �†�‘�� �Œ�ƒ�•�‡�•�ä�� �
�ƒ�•�‘�� �•�–�ƒ�•�†�ƒ�”�†�� �•�‘�Ž�‡�•�—�Ž�‘�˜�ý�…�Š�� �Š�•�‘�–�•�‘�•�–�À�� �„�›�Ž�� �’�‘�—���‹�–�� �s kbp ladder (Gel 
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Pilot���ä�����‘���œ�ƒ�’�‘�Œ�‡�•�À���œ�†�”�‘�Œ�‡���•�ƒ�’�³�–�À EV242 (Consort�����’�”�‘�„�À�Š�ƒ�Ž�ƒ���‡�Ž�‡�•�–�”�‘�ˆ�‘�”�±�œ�ƒ���’�‘���†�‘�„�—���u�r���•�‹�•��

�’�â�‹��130 ���ä�����ž�•�Ž�‡�†�•�³���„�›�Ž���‰�‡�Ž���˜�›�ˆ�‘�…�‡�•���’�‘�†���������œ�ž�â�‡�•�À�•���’�‘�•�‘�…�À���ˆ�‘�–�‘�ƒ�’�ƒ�”�ž�–�—��Quantum ST4. 

4.2.5 ���”�ƒ�•�•�ˆ�‘�”�•�ƒ�…�‡���„�ƒ�•�–�‡�”�‹�À 

���”�‘�†�—�•�–�›�� �”�‡�ƒ�•�…�À �„�›�Ž�›�� �–�”�ƒ�•�•�ˆ�‘�”�•�‘�˜�ž�•�›�� �–�‡�’�Ž�‘�–�•�À�•�� �æ�‘�•�‡�•�� �†�‘�� �„�ƒ�•�–�‡�”�‹�À��E. coli One 

���Š�‘�–�;�� �������s�r�ä ���—�•�’�‡�•�œ�‡�� �„�—�•�³�•�á�� �•�•�Ž�ƒ�†�‘�˜�ƒ�•�±�� �’�â�‹��-�t�r�� �¹���á�� �„�›�Ž�›�� �•�‡�Œ�’�”�˜�‡�� �”�‘�œ�•�”�ƒ���‡�•�›�� �•�ƒ�� �Ž�‡�†�³�ä��

���ž�•�Ž�‡�†�•�³���„�›�Ž�‘���• 50 �Ál suspenze �’�â�‹�†�ž�•�‘��5 �Ál �������ä�����•�³�•�‹ �„�›�Ž�›���‹�•�•�—�„�‘�˜�ž�•�›���t�w���•�‹�•���•�ƒ���Ž�‡�†�³�á��

30 s �’�â�‹���v�t���¹�� v �œ�ƒ�Š�â�À�˜�ƒ�…�À�•���„�‘�š�—��Thermocell Mixing Block MB10 (BIOER Technology) a 2 

�•�‹�•�� �•�ƒ�� �Ž�‡�†�³�ä�� ���ž�Ž�‡ byly �•�•�³�•�‹��obohaceny o 25�r�� �Á�Ž�� ������ �•�±�†�‹�ƒ�á �–�â�‡�’�ž�•�›�� �s�� �Š�� �’�â�‹�� �u�y�� �¹���� ��New 

���”�—�•�•�™�‹�…�•�;�� ���•�‘�˜�ƒ�:�� �v�v�á�� ���’�’�‡�•�†�‘�”�ˆ���� �ƒ�� �˜�›�•�‡�–�›�� �•�ƒ�� �ƒ�‰�ƒ�”�‘�˜�±�� �•�‹�•�•�›�� �• �’�â�À�•�Ž�—�æ�•�ý�•�� �•�‡�Ž�‡�•�«�•�À�•��

antibiotikem . ���‘�� �˜�ý�•�‡�˜�—�� �„�›�Ž�›�� �•�‹�•�•�›�� �‹�•�•�—�„�‘�˜�ž�•�›�� �†�•�‡�•�� �˜�œ�Š�õ�”�—�� �’�â�‡�•�� �•�‘�…�� �’�â�‹��37 �¹�� v 

�‹�•�•�—�„�ž�–�‘�”�—�����������v�r�r�������‡�•�•�‡�”�–���ä 

4.2.6 ���������„�ƒ�•�–�‡�”�‹�ž�Ž�•�À�…�Š���•�‘�Ž�‘�•�‹�À 

V �•�³�•�–�‡�”�ý�…�Š���’�â�À�’�ƒ�†�‡�…�Š���„�›�Ž�‘���’�”�‘�� �‘�˜�³�â�‡�•�À���’�â�À�–�‘�•�•�‘�•�–�‹���ƒ���•�–�ƒ�˜�—���•�Ž�‘�•�‘�˜�ƒ�•�ý�…�Š���˜�‡�•�–�‘�”�õ��

v �–�”�ƒ�•�•�ˆ�‘�”�•�‘�˜�ƒ�•�ý�…�Š�� �„�—�Ò�•�ž�…�Š�� �’�”�‘�˜�‡�†�‡�•�‘�� �������� �•�ƒ�”�‘�•�–�Ž�ý�…�Š�� �„�ƒ�•�–�‡�”�‹�ž�Ž�•�À�…�Š�� �•�‘�Ž�‘�•�‹�À�ä�� ���� �ƒ�‰�ƒ�”�‘�˜�±��

misky bylo �˜�›�„�”�ž�•�‘�� �y�� �•�‘�Ž�‘�•�‹�À�á�� �•�–�‡�”�±�� �„�›�Ž�›�� �‘�†�†�³�Ž�‡�•�³�� �”�‡�•�—�•�’�‡�•�†�‘�˜�ž�•�›�� �˜ �s�r�� �J�Ž�� ���‹�Ž�‹-Q H20. 

Z �•�ƒ���†�±�� �„�—�•�³�«�•�±�� �•�—�•�’�‡�•�œ�‡�� �„�›�Ž�� �’�‘�–�±�� �œ�ƒ�‘�«�•�‘�˜�ž�•�� �s�� �Á�Ž�� �†�‘�� �y�� �•�Ž�� ������ �•�±�†�‹�ƒ�� �• �’�â�À�•�Ž�—�æ�•�ý�•��

�ƒ�•�–�‹�„�‹�‘�–�‹�•�‡�•�ä�� ���ý�…�Š�‘�œ�À�� �•�—�•�’�‡�•�œ�‡ byly �’�‘�˜�ƒ�â�‡�•y 1 min v �•�‹�•�”�‘�˜�Ž�•�•�±�� �–�”�‘�—�„�³�� �•�ƒ�•�–�ƒ�˜�‡�•�±�� �•�ƒ��

�•�ƒ�š�‹�•�ž�Ž�•�À�� �˜�ý�•�‘�•�á�� �•�ƒ�«�‡���� �œ �•�‹�…�Š�� �„�›�Ž�� �‘�†�‡�„�”�ž�•�� �s�� �Á�Ž�á�� �Œ�‡�•���� �„�›�Ž�� �•�•�À�…�Š�ž�•�� �• �{�� �J�Ž�� �’�â�‡�†�’�â�‹�’�”�ƒ�˜�‡�•�±��

�•�•�³�•�‹�� �’�”�‘�� �������� �•�‘�Ž�‘�•�‹�À�� ���•�Ž�‘���‡�•�À�� �•�•�³�•�‹�� �”�‘�œ�‡�’�•�ž�•�‘�� �˜ tab. 5���ä�� ���ƒ�•�–�‘�� �’�â�‹�’�”�ƒ�˜�‡�•�±�� �˜�œ�‘�”�•�›�� �„�›�Ž�›��

�•�ž�•�Ž�‡�†�•�³�� �’�‘�†�”�‘�„�‡�•�›�� �������� �˜ termocykleru Biometra TRIO 46 (Analytik Jena) podle 

�’�‘�†�•�À�•�‡�•�� �—�˜�‡�†�‡�•�ý�…�Š�� �˜ tab. 5�ä�� ���”�‘�†�—�•�–�›�� �”�‡�ƒ�•�…�À�� �„�›�Ž�›�� �ƒ�•�ƒ�Ž�›�œ�‘�˜�ž�•�›�� �’�‘�•�‘�…�À�� �ƒ�‰�ƒ�”�‘�•�‘�˜�±��

�‡�Ž�‡�•�–�”�‘�ˆ�‘�”�±�œ�›�����˜�‹�œ���•�ƒ�’�ä��4.2.4; 1% �ƒ�‰�ƒ�”�‘�•�‘�˜�ý���‰�‡�Ž�â �•�–�ƒ�•�†�ƒ�”�†���•�‘�Ž�‡�•�—�Ž�‘�˜�ý�…�Š���Š�•�‘�–�•�‘�•�–�À��100 bp 

plus ladder [Gel Pilot���á�� �•�ƒ�•�–�ƒ�˜�‡�•�À�� �œ�†�”�‘�Œ�‡�ã�� �s�t0 V po dobu 45 min). ���ƒ�� �œ�ž�•�Ž�ƒ�†�³�� �˜�ý�•�Ž�‡�†�•�õ��

�‡�Ž�‡�•�–�”�‘�ˆ�‘�”�±�œ�›�� �„�›�Ž�›�� �˜�›�„�”�ž�•�›�� �•�—�•�’�‡�•�œ�‡�� �–�”�ƒ�•�•�ˆ�‘�”�•�‘�˜�ƒ�•�ý�…�Š�� �„�—�•�³�•�� �’�”�‘�� �•�‹�•�‹�’�”�‡�’�ƒ�”�ƒ�…�‹��

�’�Ž�ƒ�•�•�‹�†�õ.  

Tab. 5. | ���������„�ƒ�•�–�‡�”�‹�ž�Ž�•�À�…�Š���•�‘�Ž�‘�•�‹�À�ã s�Ž�‘���‡�•�À �˜�ý�…�Š�‘�œ�À���•�•�³�•�‹���ƒ���’�‘�†�•�À�•�•�›���”�‡�ƒ�•�…�‡�ä 

 TEPLOTA �,����   �������~�����A ���z���������A�������4����  
1. 94 �¹�� 5 m  Wss1_F (10 mM) �u���J�Ž 
2. 94 �¹�� 15 s 

�s�z���…�›�•�Ž�õ 
M13_R (10 mM) �u���J�Ž 

3. 55 �¹�� 15 s PPP Master Mix �v�w���J�Ž 
4. 72 �¹�� 1 m 30 s Mili- Q H2O �t�y���J�Ž�� 
5. �x�z���¹�� 5 m    
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4.2.7 Minipreparace plas �•�‹�†�õ 

T�â�‹�� �«�‡�”�•�–�˜�³�� �•�ƒ�”�‘�•�–�Ž�±�� �•�‘�Ž�‘�•�‹�‡�� �œ �•�ƒ���†�±�� �–�”�ƒ�•�•�ˆ�‘�”�•�ƒ�«�•�À�� �”�‡�ƒ�•�…�‡�� �„�›�Ž�›�� �’�‘�•�‘�…�À�� �•�–�‡�”�‹�Ž�•�À�…�Š��

�’�‹�’�‡�–�‘�˜�ý�…�Š�� �æ�’�‹�«�‡�•�� �’�â�‡�•�‡�•�‡�•�›�� �œ �ƒ�‰�ƒ�”�‘�˜�±�� �•�‹�•�•�›�� �ƒ�� �•�ƒ�•�‘�•�–�ƒ�–�•�³�� �”�‡�•�—�•�’�‡�•�†�‘�˜�ž�•�›�� �˜�� �y�� �•�Ž�� ������

�•�±�†�‹�ƒ�� �• �’�â�À�•�Ž�—�æ�•�ý�•�� �•�‡�Ž�‡�•�«�•�À�•�� �ƒ�•�–�‹�„�‹�‘�–�‹�•�‡�•�ä�� ���ƒ�•�–�‘�� �’�â�‹�’�”�ƒ�˜�‡�•�±�� �•�—�Ž�–�—�”�›�� �„�›�Ž�›�� �–�â�‡�’�ž�•�›��

�”�›�…�Š�Ž�‘�•�–�À��220 ot./min �’�â�‹���–�‡�’�Ž�‘�–�³���u�y���¹�� �’�â�‡�•���•�‘�…�������‡�™�����”�—�•�•�™�‹�…�•�;�����•�‘�˜�ƒ�:���v�v�á�����’�’�‡�•�†�‘�”�ˆ��. 

���ž�•�Ž�‡�†�—�Œ�À�…�À�� �†�‡�•�� �„�›�Ž�›�� �•�—�Ž�–�—�”�›�� �…�‡�•�–�”�‹�ˆ�—�‰�‘�˜�ž�•�›�� ���w �r�r�r�� �‰�á�� �s�r�� �•�‹�•�á�� �s�r�� �¹���â�� ���Ž�‡�‰�”�ƒ�:��-15R, 

���‡�…�•�•�ƒ�•�� ���‘�—�Ž�–�‡�”���ä�� ���‘�� �‘�†�•�–�”�ƒ�•�³�•�À�� �•�—�’�‡�”�•�ƒ�–�ƒ�•�–�—�� �„�›�Ž�›�� �„�—�Ò�•�›�� �•�ƒ�•�‘�•�–�ƒ�–�•�³�� �”�‡�•�—�•�’�‡�•�†�‘�˜�ž�•�›��

v 550 �J�Ž�����‹�Ž�‹-Q H2O. Plasm�‹�†�‘�˜�ž�����������„�›�Ž�ƒ���œ �„�—�•�³�• �œ�À�•�•�ž�•�ƒ �’�‘�•�‘�…�À���•�ƒ�†�›�������������;��plasmid 

miniprep kit (Zymoresearch) �’�‘�†�Ž�‡�� �’�”�‘�–�‘�•�‘�Ž�—�� �˜�ý�”�‘�„�…�‡. Z �„�—�•�³�«�•�ý�…�Š�� �•�—�•�’�‡�•�œ�À�� �„�›�Ž�‘��

�‘�†�‡�„�”�ž�•�‘���x�r�r���J�Ž���˜�œ�‘�”�•�—���†�‘���«�‹�•�–�ý�…�Š���s�á�w���•�Ž���…�‡�•�–�”�‹�ˆ�—�‰�ƒ�«�•�À�…�Š���•�‹�•�”�‘�œ�•�—�•�ƒ�˜�‡�•�ä�����ž�•�Ž�‡�†�•�³���„�›�Ž�‘��

�†�‘�� �•�ƒ���†�±�� �•�‹�•�”�‘�œ�•�—�•�ƒ�˜�•�›�� �’�â�‹�†�ž�•�‘�� �s�r�r�� �J�Ž�� �Ž�›�œ�ƒ�«�•�À�Š�‘�� �’�—�ˆ�”�—�ä�� ���‘�� �t �•�‹�•�� �‹�•�•�—�„�ƒ�…�‡�� �’�â�‹�� �t�w�� �¹����

�„�›�Ž�›�� �”�‘�œ�–�‘�•�›�� �•�‡�—�–�”�ƒ�Ž�‹�œ�‘�˜�ž�•�›�� �’�â�‹�†�ž�•�À�•�� �u�r�r�� �J�Ž�� �Ž�‡�†�‘�˜�±�Š�‘�� �•�‡�—�–�”�ƒ�Ž�‹�œ�ƒ�«�•�À�Š�‘�� �’�—�ˆ�”�—�� �ƒ�� �â�ž�†�•�ý�•��

�’�”�‘�•�À�…�Š�ž�•�À�•�ä�� ���œ�‘�”�•�›�� �„�›�Ž�›�� �…�‡�•�–�”�‹�ˆ�—�‰�‘�˜�ž�•�›�� ���s�r�� �•�‹�•�á��13 000 g; 5424 R Eppendorf). 

���—�’�‡�”�•�ƒ�–�ƒ�•�–�� �„�›�Ž�� �’�â�‡�•�‡�•�‡�•�� �†�‘�� �•�‘�Žonek Zymo-Spin INN�ª�á�� �•�–�‡�”�±�� �„�›�Ž�›�� �—�•�À�•�–�³�•�›�� �˜ 1,5 ml 

�’�Ž�ƒ�•�–�‘�˜�ý�…�Š���•�‹�•�”�‘�œ�•�—�•�ƒ�˜�•�ž�…�Š�ä�����‘���…�‡�•�–�”�‹�ˆ�—�‰�ƒ�…�‹�����s�w���•�á���s�u �r�r�r���‰�����„�›�Ž�‘���•�ƒ���•�‡�•�„�”�ž�•�—���•�‘�Ž�‘�•�‡�•��

�’�â�‹�†�ž�•�‘�� �t�r�r�� �J�Ž�� ���•�†�‘-���ƒ�•�Š�� �’�—�ˆ�”�—�� �ƒ�� �…�‡�•�–�”�‹�ˆ�—�‰�‘�˜�ž�•�‘�� ���u�r�� �•�á�� �s�u �r�r�r�� �‰���ä�� ���ž�•�Ž�‡�†�•�³�� �„�›�Ž�‘�� �•�ƒ��

�•�‡�•�„�”�ž�•�›���’�â�‹�†�ž�•�‘���v�r�r���J�Ž�����›�’�’�›-Wash pu�ˆ�”�—���ƒ���…�‡�•�–�”�‹�ˆ�—�‰�‘�˜�ž�•�‘�����s���•�‹�•�á���s�u 000 g). Kolonky 

�„�›�Ž�›���’�â�‡�•�—�•�—�–�›���†�‘�� �•�‘�˜�ý�…�Š���…�‡�•�–�”�‹�ˆ�—�‰�ƒ�«�•�À�…�Š���•�‹�•�”�‘�œ�•�—�•�ƒ�˜�‡�•�á���•�ƒ�«�‡���� �„�›�Ž�‘���’�”�‘���—�˜�‘�Ž�•�³�•�À����������

�’�â�‹�†�ž�•�‘���•�ƒ���•�–�â�‡�†���•�ƒ���†�±���•�‡�•�„�”�ž�•�›���u�r���J�Ž�����‹�Ž�‹-Q H2�r�ä�����‘���t�•�‹�•���‹�•�•�—�„�ƒ�…�‹���’�â�‹���’�‘�•�‘�Œ�‘�˜�±���–�‡�’�Ž�‘�–�³��

�„�›�Ž�›�� �•�‘�Ž�‘�•�•�›�� �…�‡�•�–�”�‹�ˆ�—�‰�‘�˜�ž�•�›�ä��Koncent�”�ƒ�…�‡�� �‹�œ�‘�Ž�‘�˜�ƒ�•�±�� �������� �„�›�Ž�ƒ�� �•�³�â�‡�•�ƒ�� �’�‘�•�‘�…�À�� �’�â�À�•�–�”�‘�Œ�‡��

NanoDrop2000 (Thermo Fisher Scientific���ä�� ���œ�‘�”�•�›�� �������� �•�‡�� �•�‡�•�˜�‡�•�ƒ�«�•�À�•�‹��

�‘�Ž�‹�‰�‘�•�—�•�Ž�‡�‘�–�‹�†�‘�˜�ý�•�‹�� �’�”�‹�•�‡�”�›�� ���s�u�4�	�� �ƒ�����s�u�4���� �„�›�Ž�›�� �•�ž�•�Ž�‡�†�•�³�� �‘�†�‡�•�Ž�ž�•�›�� �•�ƒ�� �•�‡�•�˜�‡�•�ƒ�…�‹�� �ˆ�‹�”�•�³ 

GATC Biotech (http://gatc-biotech.com/). ���ý�•�Ž�‡�†�•�›�� �„�›�Ž�›��vyhodnoceny �’�‘�•�‘�…�À�� �’�”�‘�‰�”�ƒ�•�—��

ApE - A plasmid Editor (v. 2.0.49.0; http://jorgensen.biology.utah.edu/wayned/ape) 

4.2.8 ���Ž�‘�•�‘�˜�ž�•�À�����������•�‘�•�•�–�”�—�•�–�õ���’�”�‘���•�‘�•�’�Ž�‡�•�‡�•�–�ƒ�«�•�À���‡�š�’�‡�”�‹�•�‡�•�–�›���–�‡�…�Š�•�‘�Ž�‘�‰�‹�À��

GATEWAY�:   

���”�‘�� �’�â�À�’�”�ƒ�˜�—�� �’�Ž�ƒ�•�•�‹�†�‘�˜�ý�…�Š�� �•�‘�•�•�–�”�—�•�–�õ�� �’�”�‘�� �•�‘�•�’�Ž�‡�•�‡�•�–�ƒ�«�•�À�� �‡�š�’�‡�”�‹�•�‡�•�–�›��byla 

�’�‘�—���‹�–�ƒ�� �•�Ž�‘�•�‘�˜�ƒ�…�À�� �–�‡�…�Š�•�‘�Ž�‘�‰�‹�‡�� �
�ƒ�–�‡�™�ƒ�›�:  �˜�›�—���À�˜�ƒ�Œ�À�…�À�� �”�‡�•�‘�•�„�‹�•�ƒ�«�•�À�� �”�‡�ƒ�•�…�‡�� �•�‡�œ�‹��

�•�’�‡�…�‹�ˆ�‹�…�•�ý�•�‹���•�‡�•�˜�‡�•�…�‡�•�‹��att  �’�”�‘�� �‘�”�‹�‡�•�–�‘�˜�ƒ�•�±���˜�•�Ž�ž�†�ž�•�À���œ�•�‘�—�•�ƒ�•�ý�…�Š���‰�‡�•�õ���†�‘���–�”�ƒ�•�•�•�”�‹�’�«�•�³��

�•�‡�ƒ�•�–�‹�˜�•�À�…�Š�� �†�ž�”�…�‘�˜�•�•�ý�…�Š�� �˜�‡�•�–�‘�”�õ�á�� �œ�‡�� �•�–�‡�”�ý�…�Š�� �•�‘�Š�‘�—�� �„�ý�–�� �œ�•�‘�—�•�ƒ�•�± �‰�‡�•�›�� �†�ž�Ž�‡�� �Ž�‹�„�‘�˜�‘�Ž�•�³��

rekombi�•�ƒ�«�•�³�� �’�â�‡�•�ž�æ�‡�•�›�� �†�‘�� �”�õ�œ�•�ý�…�Š�� �…�À�Ž�‘�˜�ý�…�Š�� �˜�‡�•�–�‘�”�õ�� �‘�„�•�ƒ�Š�—�Œ�À�…�À�…�Š�� �•�‡�•�˜�‡�•�…�‡�� �œ�ƒ�Œ�‹�æ�ë�—�Œ�À�…�À��

�‡�š�’�”�‡�•�‹���‰�‡�•�õ���˜���’�‘���ƒ�†�‘�˜�ƒ�•�±�•���…�À�Ž�‘�˜�±�•��organismu. 

���Ž�‘�•�‘�˜�ž�•�À���”�‡�•�‘�•�„�‹�•�ƒ�«�•�À�…�Š���•�‡�•�˜�‡�•�…�À���ƒ�–�–�� 

���ƒ���w�²���ƒ���u���²���•�‘�•�…�‡���‰�‡�•�õ��WSS1 a wss1E116Q �„�›�Ž�›���’�â�‹�†�ž�•�›���”�‡�•�‘�•�„�‹�•�ƒ�«�•�À���•�‡�•�˜�‡�•�…�‡��attB1 

a attB2 �—�•�‘���Ò�—�Œ�À�…�À���•�À�•�–�•�³���•�’�‡�…�‹�ˆ�‹�…�•�‘�—���”�‡�•�‘�•�„�‹�•�ƒ�…�‹���†�‘���†�ž�”�…�‘�˜�•�•�±�Š�‘���˜�‡�•�–�‘�”�—���’���������t�t�s�; 
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�•�‡�•�‘�—�…�À�� �•�‡�•�˜�‡�•�…�‡�� �ƒ�–�–���s�� �ƒ�� �ƒ�–�–���t�ä�� �� �’�”�˜�•�À�•�� �•�”�‘�•�—�� �„�›�Ž�ƒ�� �’�”�‘�˜�‡�†�‡�•�ƒ�� �������� �ƒ�•�’�Ž�‹�ˆ�‹�•�ƒ�…�‡�� �‰�‡�•�õ��

WSS1 a wss1E116Q �’�‘�•�‘�…�À �‰�‡�•�‘�˜�³�� �•�’�‡�…�‹�ˆ�‹�…�•�ý�…�Š�� �’�”�‹�•�‡�”�õ�� �ƒ�–�–���s�4������������ �ƒ�� �ƒ�–�–���t�4����������

�‘�„�•�ƒ�Š�—�Œ�À�…�À�� �s�t-ti nukleoti �†�‘�˜�‘�—�� �«�ž�•�–��attB �•�‡�•�˜�‡�•�…�‡�ä�� ���”�‘�†�—�•�–�›�� �”�‡�ƒ�•�…�À�� �„�›�Ž�›�� �’�‘�–�±��

�ƒ�•�’�Ž�‹�ˆ�‹�•�‘�˜�ž�•�›�� �’�‘�•�‘�…�À�� �—�•�‹�˜�‡�”�œ�ž�Ž�•�À�…�Š�� �ƒ�†�ƒ�’�–�±�”�‘�˜�ý�…�Š�� �’�”�‹�•�‡�”�õ�� �ƒ�–�–�–���s�4�������ƒ�†�ƒ�’�–�‡�”�� �ƒ��

�ƒ�–�–���t�4�������ƒ�†�ƒ�’�–�‡�”�ä�� ���„�ƒ�� �’�ž�”�›�� �’�”�‹�•�‡�”�õ�� �„�›�Ž�›�� �•�ƒ�˜�”���‡�•�›�� �’�‘�†�Ž�‡�� �’�”�‘�–�‘�•�‘�Ž�—�� �’�”�‘�� �†�˜�‘�—-�•�”�‘�•�‘�˜�±��

GATEWAY�:  PCR 

(https://www.embl.de/pepcore/pepcore_services/cloning/cloning_methods/gateway/2s

tep/). 

�
�‡�†�•�‘�–�Ž�‹�˜�±�� �•�”�‘�•�›�� �„�›�Ž�›�� �’�”�‘�˜�‡�†�‡�•�›�� �˜ �’�â�À�•�–�”�‘�Œ�‹��Biometra TRIO 46 (Analytik Jena) 

�’�‘�†�Ž�‡�� �’�‘�†�•�À�•�‡�•�� �—�˜�‡�†�‡�•�ý�…�Š��v tab. 6. ���”�‘�†�—�•�–�›�� �������� �„�›�Ž�›�� �ƒ�•�ƒ�Ž�›�œ�‘�˜�ž�•�›�� �’�‘�•�‘�…�À�� �ƒ�‰�ƒ�”�‘�•�‘�˜�±��

�‡�Ž�‡�•�–�”�‘�ˆ�‘�”�±�œ�› (viz kapitola 4.2.4) (1% �ƒ�‰�ƒ�”�‘�•�‘�˜�ý�� �‰�‡�Ž�â �•�–�ƒ�•�†�ƒ�”�†�� �•�‘�Ž�‡�•�—�Ž�‘�˜�ý�…�Š�� �Š�•�‘�–�•�‘�•�–�À��

100 bp plus ladder  [Gel Pilot���á���•�ƒ�•�–�ƒ�˜�‡�•�À���œ�†�”�‘�Œ�‡�ã���s�t�r���� po dobu 45 min.) 

Tab. 6. | Gateway�:  PCR: ���Ž�‘���‡�•�À���”�‡�ƒ�•�«�•�À�…�Š���•�•�³�•�À���ƒ���’�‘�†�•�À�•�•�›���”�‡�ƒ�•�…�À�ä 

KROK 1   
 Teplota �,�ƒ�•  ���Ž�‘���‡�•�À �”�‡�ƒ�•�«�•�À �•�•�³�•�‹  

1. �{�w���¹�� 2 m  ���ˆ�—���”�‡�ƒ�•�«�•�À pufr (10 mM) �w���Jl  
2. �{�w���¹�� 30 s 

�s�z���…�›�•�Ž�õ 
���‡�•�’�Ž�ž�–�‘�˜�ž�������������t�r���•�‰�� 1 �Jl 

3. �w�z���¹�� 1 m attB1_KOZAK (20 mM) 1 �Jl 
4. �x�z���¹�� 2 m attB2_STOP (20 mM) 1 �Jl 
5. �x�z���¹�� 5 m  dNTP mix (10 mM) 1,25 �Jl 
    Mili- Q H2O 40, 75 �Jl 
    Pfu polymerasa 1 �Jl 

KROK 2   
 Teplota �,�ƒ�•  ���Ž�‘���‡�•�À���”�‡�ƒ�•�«�•�À���•�•�³�•�‹  

1. �{�w���¹�� 2 m  ���ˆ�—���”�‡�ƒ�•�«�•�À pufr (10 mM) 5 �Jl  
2. �{�v���¹�� 30 s 

�y���…�›�•�Ž�õ 
���������’�”�‘�†�—�•�–���•�”�‘�•�—���«�ä���s���� 1 �Jl 

3. �v�w���¹�� 30 s atttB1_UNIadapter (20 mM) 1 �Jl 
4. 68 �¹�� 2 m atttB2_UNIadapter (20 mM) 1 �Jl 
5. �{�v���¹�� 45 s 

�w���…�›�•�Ž�õ 
dNTP mix (10 mM) 1,25 �Jl 

6. �w�w���¹�� 30 s Mili- Q H2O 40, 75 �Jl 
7. 68 �¹�� 2 m Pfu polymerasa 1 �Jl 
8. 68 �¹�� 5 m    

 

Produkty 2. kroku GATEWAY�:  �������� �„�›�Ž�›�� �’�‘�� �ƒ�•�ƒ�Ž�ý�œ�‡�� �’�â�‡�«�‹�æ�–�³�•�›�� �’�‘�•�‘�…�À�� �•�‘�•�‡�”�«�•�À��

soupravy QIAquick�:  Gel Extraction Kit (Qiagen). K �’�”�‘�†�—�•�–�õ�•�� �„�›�Ž�‘�� �’�â�‹�†�ž�•�‘�� �s�w�r�� �J�Ž�� ���
��

�’�—�ˆ�”�—�� �ƒ�� �w�r�� �J�Ž�� �‹�•�‘�’�”�‘�’�ƒ�•�‘�Ž�—�ä�� ���•�³�•�‹�� �„�›�Ž�›�� �’�‘�–�±�� �†�õ�•�Ž�‡�†�•�³�� �’�”�‘�•�À�…�Š�ž�•�›�á�� �’�â�‡�•�‡�•�‡�•�›�� �†�‘��

QIAquick�:  �•�’�‹�•���•�‘�Ž�‘�•�‡�•���ƒ���…�‡�•�–�”�‹�ˆ�—�‰�‘�˜�ž�•�›����Centrifuga 5415 R, Eppendorf; 1 min, 13 000 g, 

�t�w���¹���� �†�ž�Ž�‡���„�›�Ž�›���˜�œ�‘�”�•�›���œ�’�”�ƒ�…�‘�˜�ž�•�›���•�–�‡�Œ�•�ý�•���œ�’�õ�•�‘�„�‡�•�á���Œ�ƒ�•�‘���Œ�‡���—�˜�‡�†�‡�•���˜ kapitole 4.2.9. 
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Produkty LR reakce byly �†�ž�Ž�‡���–�”�ƒ�•�•�ˆ�‘�”�•�‘�˜�ž�•�›�� �–�‡�’�Ž�‘�–�•�À�•���æ�‘�•�‡�•���†�‘�� �„�ƒ�•�–�‡�”�‹�À��E. coli 

���•�‡�� ���Š�‘�–�;�� �������s�r (viz 4.2.5). ���”�ƒ�•�•�ˆ�‘�”�•�‘�˜�ƒ�•�±�� �„�—�Ò�•�› byly vysety �•�ƒ�� �ƒ�‰�ƒ�”�‘�˜�±�� �•�‹�•�•�›��

s Ampicilinem ���s�r�r���J�‰���—�Ž) a �‹�•�•�—�„�‘�˜�ž�•�›���’�â�‡�•���•�‘�…���˜�‡���u�y �¹�� ���‹�•�•�—�„�ž�–�‘�”�����������v�r�r�á�����‡�•�•�‡�”�–). 

���—�Ò�•�›���–�”�ƒ�•�•�ˆ�‘�”�•�‘�˜�ƒ�•�±���‡�š�’�”�‡�•�•�À�•�‹���•�Ž�‘�•�›���• geny WSS1 a wss1E116Q �„�›�Ž�›���’�â�‡�†���•�‹�•�‹�’�”�‡�’�ƒ�”�ƒ�…�À��

�‘�˜�³�â�‡�•�›�����������•�‘�Ž�‘�•�‹�À����viz 4.2.6) ���‘�†�•�À�•�•�›�����������”�‡�ƒ�•�…�‡���Œ�•�‘�—��uvedeny v tab. 10. 

Tab. 10. | ���������•�‘�Ž�‘�•�‹�À���t�ã�����‘�†�•�À�•�•�›�����������”�‡�ƒ�•�…�‡�ä 

 Teplota �,�ƒ�•  

1. 94 �¹�� 5 m  

2. 94 �¹�� 15 s 
30 �…�›�•�Ž�õ 3. 55 �¹�� 15 s 

4. 72 �¹�� 1 m 30 s 
5. 72 �¹�� 7 m  

6. �s�r���¹�� �»  

���š�’�”�‡�•�•�À�� �•�Ž�‘�•�›�� �„�›�Ž�›�� �œ�� �„�—�•�³�•�� �‹�œ�‘�Ž�‘�˜�ž�•�›�� �•�‹�•�‹�’�”�‡�’�ƒ�”�ƒ�…�À�� ��viz 4.2.7���á�� �’�â�‹�� �•�–�‡�”�±�� �„�›�Ž�›��

�„�—�Ò�•�›�� �œ�ƒ�‘�«�•�‘�˜�ž�•�›�� �†�‘�� �y�� �•�Ž�� ������ �•�±�†�‹�ƒ�� �• �ƒ�•�’�‹�…�‹�Ž�‹�•�‡�•�� ���s�r�r�� �J�‰���•�Ž���ä�� ���”�‘�� �•�‡�•�˜�‡�•�ƒ�«�•�À��reakce 

�„�›�Ž�›���’�‘�—���‹�–�›���’�”�‹�•�‡�”�›�����s�u F a GPDproF (vektory pAG416GPD-ccdB) nebo GAL F (vektory 

pAG416GAL-ccdB). ���ý�•�Ž�‡�†�•�±���’�”�‘�†�—�•�–�›���„�›�Ž�›���‘�˜�³�â�‡�•�›���•�‡�•�˜�‡�•�ƒ�…�À���—���ˆ�‹�”�•�›���
����������http://gatc-

biotech.com/���� �ƒ�� �•�ž�•�Ž�‡�†�•�³�� �˜�›�Š�‘�†�•�‘�…�‡�•�›�� �’�‘�•�‘�…�À�� �’�”�‘�‰�”�ƒ�•�—�� ���’����- A plasmid Editor (v. 

2.0.49.0; http://jorgensen.biology.utah.edu/wayned/ape). 

4.2.9 Izolace DNA z �ƒ�‰�ƒ�”�‘�•�‘�˜�±ho gelu 

���‘���ƒ�†�‘�˜�ƒ�•�±���’�”�‘�†�—�•�–�› ���������„�›�Ž�›���˜���ƒ�‰�ƒ�”�‘�•�‘�˜�±�•���‰�‡�Ž�—���•�ƒ�Ž�‡�œ�‡�•�›���’�‘�†���������Ž�ƒ�•�’�‘�—���’�‘�†�Ž�‡��

�’�‘�Ž�‘�Š�›���‘�†�’�‘�˜�À�†�ƒ�Œ�À�…�À���†�ƒ�•�±���•�‘�Ž�‡�•�—�Ž�‘�˜�±���Š�•�‘�–�•�‘�•�–�‹�ä�����–�‡�”�‹�Ž�•�À�����‹�Ž�‡�–�•�‘�—���„�›�Ž�ƒ���˜�›�â�À�œ�•�—�–�ƒ���«�ž�•�–���‰�‡�Ž�—��

s �’�‘���ƒ�†�‘�˜�ƒ�•�‘�—�� �������� �ƒ�� �’�â�‡�•�‡�•�‡�•�ƒ�� �†�‘�� �œ�˜�ž���‡�•�±�� �•�‹�•�”�‘�…�‡�•�–�”�‹�ˆ�—�‰�ƒ�«�•�À�� �œ�•�—�•�ƒ�˜�•�›�ä�� ���‘�� �œ�˜�ž���‡�•�À��

�‰�‡�Ž�—�� �„�›�Ž�ƒ�� �������� �‹�œ�‘�Ž�‘�˜�ž�•�ƒ�� �’�‘�•�‘�…�À�� �•�ƒ�†�›�� �������“�—�‹�…�•�� �
�‡�Ž�� ���š�–�”�ƒ�…�–�‹�‘�•�� ���‹�–�� �’�‘�†�Ž�‡�� �’�â�‹�Ž�‘���‡�•�±�Š�‘��

�’�”�‘�–�‘�•�‘�Ž�—�� �˜�ý�”�‘�„�…�‡�ä�� ���‘�� �•�‹�•�”�‘�…�‡�•�–�”�‹�ˆ�—�‰�ƒ�«�•�À�…�Š�� �œ�•�—�•�ƒ�˜�‡�•�� �„�›�Ž�� �’�â�‹�†�ž�•�� �’�â�‡�†�‡�Š�â�ž�–�ý�� ���•�ƒ�� �w�r�� �¹������

���
�� �’�—�ˆ�”�� �‘�� �‘�„�Œ�‡�•�—�� �”�‘�˜�•�ƒ�Œ�À�…�À�� �•�‡�� �–�”�‘�Œ�•�ž�•�‘�„�•�—�� �Š�•�‘�–�•�‘�•�–�‹ �’�â�À�–�‘�•�•�±�Š�‘�� �‰�‡�Ž�—�ä�� ���•�—�•�ƒ�˜�•�›�� �„�›�Ž�›��

�‹�•�•�—�„�‘�˜�ž�•�›�� �u�� �•�‹�•�� �’�â�‹�� �w�x�� �¹���� ��Thermocell Mixing Block MB102, BIOER Technology). Po 

�”�‘�œ�’�—�æ�–�³�•�À�� �‘�„�•�ƒ�Š�—�� �„�›�Ž�‘�� �†�‘�� �œ�•�—�•�ƒ�˜�‡�•�� �’�â�‹�†�ž�•�‘�� �t�w�r �J�Ž�� �‹�•�‘�’�”�‘�’�ƒ�•�‘�Ž�—�ä�� ���•�³�•�‹�� �„�›�Ž�›�� �’�‘�–�±��

�’�â�‡�•�‡�•�‡�•�›�� �†�‘�� �•�‡�’�ƒ�”�ƒ�«�•�À�…�Š�� �•�‘�Ž�‘�•�‡�•�� �˜�� �•�‘�˜�ý�…�Š�� �•�‹�•�”�‘�…�‡�•�–�”�‹�ˆ�—�‰�ƒ�«�•�À�…�Š�� �œ�•�—�•�ƒ�˜�•�ž�…�Š�� �ƒ��

�…�‡�•�–�”�‹�ˆ�—�‰�‘�˜�ž�•�›�� ��centrifuga 5415 R, Eppendorf; 13 000 g, 1 min, 25 �¹�����ä�� ���‘�� �‘�†�•�–�”�ƒ�•�³�•�À��

�‡�Ž�—�ž�–�—���„�›�Ž�‘���•�ƒ���•�‘�Ž�‘�•�•�›���’�â�‹�†�ž�•�‘���y�w�r���J�Ž���������’�—�ˆ�”�—�ä�����‘���w���•�‹�•���‹�•�•�—�„�ƒ�…�‹�á���‘�’�³�–�‘�˜�•�±���…�‡�•�–�”�‹�ˆ�—�‰�ƒ�…�‹��

(centrifuga 5415 R, Eppendorf; 13 000 g, 1 min, 25 �¹���� �ƒ�� �‘�†�•�–�”�ƒ�•�³�•�À�� �‡�Ž�—�ž�–�—�� �„�›�Ž�›�� �•�‘�Ž�‘�•�•�›��

�’�â�‡�•�‡�•�‡�•�›���†�‘���•�‘�˜�ý�…�Š���•�‹�•�”�‘�…�‡�•�–�”�‹�ˆ�—�‰�ƒ�«�•�À�…�Š���œ�•�—�•�ƒ�˜�‡�•���ƒ���†�‘���•�ƒ���†�±���„�›�Ž�‘���’�â�‹�†�ž�•�‘���u�r���J�Ž�����‹�Ž�‹-

Q H2���� �’�â�‡�†�‡�Š�â�ž�–�±���•�ƒ���u�y���¹���ä�����•�—�•�ƒ�˜�•�›�� �„�›�Ž�›�� �‹�•�•�—�„�‘�˜�ž�•�›�� �w���•�‹�•�� �ƒ���•�ž�•�Ž�‡�†�•�³�� �…�‡�•�–�”�‹�ˆ�—�‰�‘�˜�ž�•�›��

(centrifuga 5415 R, Eppendorf; 13 000 g, 1 min, 25 �¹�����ä�����Ž�—�ž�–���„�›�Ž���•�ž�•�Ž�‡�†�•�³���œ�•�‘�˜�—���•�ƒ�•�‡�•�‡�•��

�•�ƒ���•�‘�Ž�‘�•�•�—�á���‹�•�•�—�„�‘�˜�ž�•���w���•�‹�•���‘���‘�’�³�–�‘�˜�•�³���…�‡�•�–�”�‹�ˆ�—�‰�‘�˜�ž�•�ä�����œ�‘�Ž�‘�˜�ƒ�•�ž�����������„�›�Ž�ƒ���ƒ�•�ƒ�Ž�›�œ�‘�˜�ž�•�ƒ��
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���”�‘�†�—�•�–�›�� �������� �„�›�Ž�›�� �ƒ�•�ƒ�Ž�›�œ�‘�˜�ž�•�›�� �’�‘�•�‘�…�À�� �ƒ�‰�ƒ�”�‘�•�‘�˜�±�� �‡�Ž�‡�•�–�”�‘�ˆ�‘�”�±�œ�›�� ��viz 4.2.4) 

���•�–�ƒ�•�†�ƒ�”�†�� �•�‘�Ž�‡�•�—�Ž�‘�˜�ý�…�Š�� �Š�•�‘�–�•�‘�•�–�À��1 kbp ladder, Gel Pilot�â�� �•�ƒ�•�–�ƒ�˜�‡�•�À�� �œ�†�”�‘�Œ�‡�ã�� �s�r�r�� �� po 

�†�‘�„�—���v�r���•�‹�•���ä�����œ�‘�”�•�›�á���•�–�‡�”�±���„�›�Ž�›���ƒ�•�’�Ž�‹�ˆ�‹�•�‘�˜�ž�•�›���’�â�‹ Tm �±���x�v�á�w���¹�����ƒ���x�w���¹�����„�›�Ž�›���†�ž�Ž�‡���’�‘�—���‹�–�›��

�Œ�ƒ�•�‘���–�‡�•�’�Ž�ž�–�‘�˜�ž�����������†�‘���t�ä �������á���•�–�‡�”�ž���’�”�‘�„�À�Š�ƒ�Ž�ƒ���œ�ƒ���•�–�‡�Œ�•�ý�…�Š���’�‘�†�•�À�•�‡�•���• Tm = �x�v�á�w���¹�����ƒ���x�w��

�¹���ä�� ���”�‘�†�—�•�–�›�� �”�‡�ƒ�•�…�À�á�� �• �”�õ�œ�•�‘�—�� ��m�á�� �„�›�Ž�›�� �•�•�À�…�Š�ž�•�›�á�� �ƒ�•�ƒ�Ž�›�œ�‘�˜�ž�•�›�� �’�‘�•�‘�…�À�� �ƒ�‰�ƒ�”�‘�•�‘�˜�±��

�‡�Ž�‡�•�–�”�‘�ˆ�‘�”�±�œ�›�� ��viz 4.2.4) ���•�ƒ�•�–�ƒ�˜�‡�•�À�� �œ�†�”�‘�Œ�‡�� �s�r�r�����x�r�� �•�‹�•�â �•�–�ƒ�•�†�ƒ�”�†�� �•�‘�Ž�‡�•�—�Ž�‘�˜�ý�…�Š��

�Š�•�‘�–�•�‘�•�–�À��1 kbp ladder, Gel Pilot) �ƒ�� �•�ž�•�Ž�‡�†�•�³�� �‹�œ�‘�Ž�‘�˜�ž�•�›�� �œ gelu (viz 4.2.9���ä�� ���œ�‘�Ž�‘�˜�ƒ�•�±��

�’�”�‘�†�—�•�–�›�� �„�›�Ž�›�á�� �œ�� �†�õ�˜�‘�†�—�� �•�À�œ�•�ý�…�Š�� �•�ƒ�•�³�â�‡�•�ý�…�Š�� �•�‘�•�…�‡�•�–�”�ƒ�…�À�á�� �†�ž�Ž�‡�� �œ�•�‘�•�–�”�‘�Ž�‘�˜�ž�•�›�� �’�‘�•�‘�…�À��

�ƒ�‰�ƒ�”�‘�˜�±�� �‡�Ž�‡�•�–�”�‘�ˆ�‘�”�±�œ�›�� ��viz 4.2.4) ���•�ƒ�•�–�ƒ�˜�‡�•�À�� �œ�†�”�‘�Œ�‡�ã�� �s�r�r�� �� po dobu 45 min; standard 

�•�‘�Ž�‡�•�—�Ž�‘�˜�ý�…�Š�� �Š�•�‘�–�•�‘�•�–�À��1 kbp ladder, Gel Pilot���ä�� ���‘�� �‘�˜�³�â�‡�•�À�� �„�›�Ž�›�� �‹�œ�‘�Ž�‘�˜�ƒ�•�±�� �’�”�‘�†�—�•�–�›��

�‘�æ�‡�–�â�‡�•�›�� �‡�•�†�‘�•�—�•�Ž�‡�ž�œ�‘�—�� ���’�•���á�� �•�ƒ�«�‡���� �„�›�Ž�‘�� �˜���†�›�� �w�� �J�Ž�� �’�”�‘�†�—�•�–�—�� �•�•�À�…�Š�ž�•�‘�� �• �s�w�� �J�Ž��

�’�â�‡�†�’�â�‹�’�”�ƒ�˜�‡�•�±�� �•�•�³�•�‹�� �
�‹�„�•�‘�•�� ���•�•�‡�•�„�Ž�›�� ���ƒ�•�–�‡�”�� ���‹�š�á�� �Œ�‡�Œ�À���� �•�Ž�‘���‡�•�À�� �Œ�‡�� �—�˜�‡�†�‡�•�‘�� �˜ tab. 12. 

���ƒ�•�–�‘�� �’�â�‹�’�”�ƒ�˜�‡�•�±�� �”�‡�ƒ�•�«�•�À�� �•�•�³�•�‹�� �„�›�Ž�›�� �‹�•�•�—�„�‘�˜�ž�•�›�� �s�w�� �•�‹�•�� �’�â�‹ �w�r�� �¹���á�� �’�â�‡�•�‡�•�‡�•�›�� �•�ƒ�� �Ž�‡�†�� �ƒ��

�•�ƒ�â�‡�†�³�•�›���s�w���J�Ž�����‹�Ž�‹-Q H2���ä�����ž�•�Ž�‡�†�•�³���„�›�Ž�‘���w �Ál �’�”�‘�†�—�•�–�—���•�ƒ���†�±���”�‡�ƒ�•�…�‡���–�”�ƒ�•�•�ˆ�‘�”�•�‘�˜�ž�•�‘ do 

�„�ƒ�•�–�‡�”�‹�À��E. coli ���•�‡�� ���Š�‘�–�;�� �������s�r (viz 4.2.5). U�’�”�ƒ�˜�‡�•�±�� �˜�‡�•�–�‘�”�›�� �„�›�Ž�›�� �œ�� �„�—�•�³�•�� �‹�œ�‘�Ž�‘�˜�ž�•�›��

�•�‹�•�‹�’�”�‡�’�ƒ�”�ƒ�…�À��(viz 4.2.7). ���ý�•�Ž�‡�†�•�±�� �’�”�‘�†�—�•�–�›�� �„�›�Ž�›�� �‘�˜�³�â�‡�•�›�� �•�‡�•�˜�‡�•�ƒ�…�À�� �—�� �ˆ�‹�”�•�›�� �
��������

(http://gatc-biotech.com/ ���� �ƒ�� �•�ž�•�Ž�‡�†�•�³�� �˜�›�Š�‘�†�•�‘�…�‡�•�›�� �’�‘�•�‘�…�À�� �’�”�‘�‰�”�ƒ�•�—�� ���’����- A plasmid 

Editor (v. 2.0.49.0; http://jorgensen.biology.utah.edu/wayned/ape). 

Tab. 12. | Gibson Assembly Master Mix. ���ý�…�Š�‘�œ�À�� �•�•�³�•�� �’�â�‹�’�”�ƒ�˜�‡�•�ƒ�� �’�‘�†�Ž�‡ 
(Gibson et al. 2009). I�œ�‘�–�‡�”�•�ž�Ž�•�À���”�‡�ƒ�•�«�•�À pufr �„�›�Ž���’�â�‹�’�”�ƒ�˜�‡�•���
�ƒ�•�—�„�‡�•�����–�ƒ�•�À�«�•�‡�•��
(UOChB). 

�������~�����A�����z���������A�������4����  

�w�­���‹�œ�‘�–�‡�”�•�ž�Ž�•�À���”�‡�ƒ�•�«�•�À���’�—�ˆ�” �u�t�r���J�Ž 
T5 exonukleasa �t�r���J�Ž 
Taq ligasa �s�x�r���J�Ž 
Mili-Q H2O �y�r�r���J�Ž 

���—�–�ƒ�…�‡���ƒ���†�‡�Ž�‡�…�‡���‹�•�–�‡�”�ƒ�•�«�•�À�…�Š���†�‘�•�±�• 

���”�‘���‘�„�Œ�ƒ�•�•�³�•�À�á���œ�†�ƒ���Œ�•�‘�—���Œ�‡�†�•�‘�–�Ž�‹�˜�±���‹�•�–�‡�”�ƒ�•�«�•�À���†�‘�•�±�•�›���†�õ�Ž�‡���‹�–�±���’�”�‘���ˆ�—�•�•�…�‹�����•�•�s�’��in 

vivo, �„�›�Ž�›�� �’�â�‹�’�”�ƒ�˜�‡�•�›�� �•�‘�•�•�–�”�—�•�–�›�� �•�‡�•�‘�—�…�À�� �”�õ�œ�•�±�� �˜�ƒ�”�‹�ƒ�•�–�›�� ����- �‘�œ�•�ƒ�«�‡�•�ý�…�Š�� �‰�‡�•�õ��WSS1 a 

wss1E116Q se specificky �‹�•�ƒ�•�–�‹�˜�‘�˜�ƒ�•�ý�•�‹�� �«�‹�� �†�‡�Ž�‡�–�‘�˜�ƒ�•�ý�•�‹�� �‹�•�–�‡�”�ƒ�•�«�•�À�•�‹�� �•�‘�–�‹�˜�›�� �������á�� �������á��

SIM1, �������t�á���������á���������á���’�‘�’�â�À�’�ƒ�†�³���Œ�‡�Œ�‹�…�Š���•�‘�•�„�‹�•�ƒ�…�‡�•�‹�ä�����ƒ�Š�”�ƒ�œ�‡�•�À���•�Ž�À�«�‘�˜�ý�…�Š���ƒ�•�‹�•�‘�•�›�•�‡�Ž�‹�•��

v �’�â�À�•�Ž�—�æ�•�ý�…�Š���•�‘�–�‹�˜�‡�…�Š���‹���†�‡�Ž�‡�…�‡���…�‡�Ž�ý�…�Š���•�‘�–�‹�˜�õ���„�›�Ž�›���’�”�‘�˜�‡�†�‡�•�›���•�‡�–�‘�†�‘�—���
�‹�„�•�‘�•�����•�•�‡�•�„�Ž�›�:  

�’�‘�•�‘�…�À���’�”�‹�•�‡�”�õ���—�˜�‡�†�‡�•�ý�…�Š���˜ �–�ƒ�„�—�Ž�…�‡���«�ä��13.:  
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Tab. 13. | ���”�‹�•�‡�”�›�� �’�”�‘�� �•�—�–�ƒ�…�‹�� �ƒ�� �†�‡�Ž�‡�…�‹�� �‹�•�–�‡�”�ƒ�•�«�•�À�…�Š�� �†�‘�•�±�•�ä��(WSS1) �� 
�•�‡�•�˜�‡�•�…�‡�� �’�â�À�•�Ž�—�æ�•�±�Š�‘�� �‹�•�–�‡�”�ƒ�•�«�•�À�Š�‘�� �•�‘�–�‹�˜�—��WSS1 v �‘�”�‹�‡�•�–�ƒ�…�‹�� �w�²-�u�² s �‘�”�ƒ�•���‘�˜�³��
�œ�˜�ý�”�ƒ�œ�•�³�•�ý�•�‹�� �•�Ž�À�«�‘�˜�ý�•�‹�� �ƒ�•�‹�•�‘�•�›�•�‡�Ž�‹�•�ƒ�•�‹�â�� �•�‡�•�˜�‡�•�…�‡���’�”�‹�•�‡�”�õ�� �• �‘�œ�•�ƒ�«�‡�•�À�•�� �÷�4�	�ò��
uvedena v �‘�”�‹�‡�•�–�ƒ�…�‹�� �w�²-�u�²�â�� �•�‡�•�˜�‡�•�…�‡�� �’�”�‹�•�‡�”�õ�� �• ozna�«�‡�•�À�•�� �÷�4���ò�� �—�˜�‡�†�‡�•�ƒ��
v �‘�”�‹�‡�•�–�ƒ�…�‹�� �u�²-�w�²�â�� �•�‘�†�”�±�� �œ�˜�ý�”�ƒ�œ�•�³�•�À�� �� �˜�œ�ž�Œ�‡�•�•�³�� �•�‡�� �’�ž�”�—�Œ�À�…�À�� �ï�•�‡�•�›�� �†�˜�‘�Œ�‹�…�‡��
�’�”�‹�•�‡�”�õ�â���«�‡�”�˜�‡�•�±���œ�˜�ý�”�ƒ�œ�•�³�•�À���� �•�—�–�ƒ�‰�‡�•�•�À���’�ž�”�›���„�ž�œ�À���ƒ���˜�ý�•�Ž�‡�†�•�±���œ�•�³�•�›���˜ �…�À�Ž�‘�˜�±��
sekvenci. S�‡�•�˜�‡�•�…�‡�� �’�”�‹�•�‡�”�õ�� �’�”�‘�� �‹�•�ƒ�•�–�‹�˜�ƒ�…�‹�� �†�‘�•�±�•�� �������á�� �������á�� �������s�á�� �������t�� �„�›�Ž�›��
�˜�›�–�˜�‘�â�‡�•�›���•�ƒ���œ�ž�•�Ž�ƒ�†�³���«�Ž�ž�•�•�—�������–�‹�•�‰�‡�Ž�‡��et al. 2014). 

 PRIMERY SEKVENCE 

m
ut

ac
e 

S
H

P
 

WSS1                        F   L   G   N   G   Q   R   L   G  
                      TTT TTG GGG AAC GGT CAA CGT CTC GGT  

mutSHP_F 
                       A       A       A 
                      gc T TTG GcG AAC GcT CAA CGT CTC GGT GGAAG 

mutSHP_R GTTTCTCCAAACATGCTGTGT cg A AAC CgC TTG CgA 

m
ut

ac
e 

V
IM

 

WSS1  R   E   L   A   A   F   A   A   E   R   R 
AGA GAG TTG GCG GCT TTT GCT GCC GAA AGG AGA 

mutVIM_F 
                         L   L   E   R   R 
                        atc  atc  GAA cGg cGg TATAGAGATGATCGCTGGTG 

mutVIM_R  CT CTC AAC CGC CGA AAA tag tag CTT gCc g Cc 

m
ut

ac
e 

S
IM

1 WSS1                              V   V   I   L    D   D   D   D  
                            GTT GTA ATC CTT GAT GAT GAT GAC  

mutSIM1 _F 
                             A   A   A   A  
                            GcT GcA gca  gc T GAT GAT GAT GAC GAGGTACTCC 

mut SIM1_R CCACTATTATAATCGTCGAGGAATCTT CgA CgT cgt  cg A CTA 

m
ut

ac
e 

S
IM

2 WSS1                          I   D   L   T 
                        ATT GAT CTC ACT   

mutSIM2 _F 
                         A   A   A   A  
                        gc T GcT gc C gc T TAATACCCAGCTTTCTTGTACAAAG 

mutSIM2 _R GCCCTCTATGAGAATAGCTTCAA cg A CgA cg G cg A ATT 

de
le

ce
 D

B
D

 

delDBD_F             GTGGAAGTGGTTCAAGAGAGTTGGCGGCTTTTG 
delDBD_R CAGTTGCAGAGCCACCTTCACCAAGTTC 

 d
el

ec
e 

W
LM

 

delWLM_F         AAGCAGGCTAAAAAATGTTGTACGACACATTTTTGGGGAAC 
delWLM_R 
 
  

CATGTTTTTTCGTCCGATTTTTTAC 

���„�‡�…�•�±�� �•�Ž�‘���‡�•�À�� �”�‡�ƒ�•�«�•�À�…�Š�� �•�•�³�•�À�� �ƒ�� �’�‘�†�•�À�•�•�›�� �������� �Œ�•�‘�—�� �—�˜�‡�†�‡�•�›�� �˜ tab. 14_. 

���•�’�Ž�‹�ˆ�‹�•�ƒ�«�•�À�� �”�‡�ƒ�•�…�‡�� �„�›�Ž�›�� �’�”�‘�˜�‡�†�‡�•�›�� �˜ �‰�”�ƒ�†�‹�‡�•�–�‘�˜�±�•�� �–�‡�”�•�‘�…�›�•�Ž�‡�”�—�� ��-gradient 

(Biometra�: ���ä�����”�‘�†�—�•�–�›���”�‡�ƒ�•�…�À���„�›�Ž�›���ƒ�•�ƒ�Ž�›�œ�‘�˜�ž�•�›���’�‘�•�‘�…�À���ƒ�‰�ƒ�”�‘�•�‘�˜�±���‡�Ž�‡�•�–�”�‘�ˆ�‘�”�±�œ�›����viz 4.2.4) 

(�•�ƒ�•�–�ƒ�˜�‡�•�À���œ�†�”�‘�Œ�‡�ã���s�r�r V po dobu 60 �•�‹�•�á���•�–�ƒ�•�†�ƒ�”�†���•�‘�Ž�‡�•�—�Ž�‘�˜�ý�…�Š���Š�•�‘�–�•�‘�•�–�À���s���•�„�’���Ž�ƒ�†�†�‡�”��

[Gel Pilot]).  
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Tab. 14.  | Gibson Assembly PCR �� �•�—�–�ƒ�…�‡���ƒ���†�‡�Ž�‡�…�‡���‹�•�–�‡�”�ƒ�•�«�•�À�…�Š���†�‘�•�±�•�ã��
���„�‡�…�•�± s�Ž�‘���‡�•�À���”�‡�ƒ�•�«�•�À�…�Š���•�•�³�•�À��(�˜�’�”�ƒ�˜�‘�����ƒ���’�‘�†�•�À�•�•�›���ƒ�•�’�Ž�‹�ˆ�‹�•�ƒ�«�•�À�…�Š���”�‡�ƒ�•�…�À��
(vlevo).  

 TEPLOTA �,����   �������~�����A ���������,���A  �����4����  
1. 98 �¹�� 1 min  Phusion�:  ���	���”�‡�ƒ�•�«�•�À���’�—�ˆ�” �v���Jl  
2. 98 �¹�� 10 s 

30 �…�›�•�Ž�õ 
���‡�•�’�Ž�ž�–�‘�˜�ž�������������s���•�‰���J�Ž�� 1 �Jl 

3. �x�v���¹�� 30 s Forward primer (10 mM) 1 �Jl 
4. 72 �¹�� 1 m 55 s Reverse primer (10 mM) 1 �Jl 
5. 72 �¹�� 10 m  dNTP mix (10 mM) �r�á�v���Jl 
6. 4 �¹�� �»  Mili- Q H2O 12,4 �Jl 
    ���Š�—�•�‹�‘�•�:�����‹�‰�Š-Fidelity DNA polymerasa 0,2 �Jl 

 

���‘�� �‘�˜�³�â�‡�•�À�� �„�›�Ž�›�� �‹�œ�‘�Ž�‘�˜�ƒ�•�±�� �’�”�‘�†�—�•�–�›�� �‘�æ�‡�–�â�‡�•�›�� �‡�•�†�‘�•�—�•�Ž�‡�ƒ�•�‘�—�� ���’�•���� �ƒ�� �†�ž�Ž�‡��

�œ�’�”�ƒ�…�‘�˜�ž�•�›���•�–�‡�Œ�•�ý�•���œ�’�õ�•�‘�„�‡�•���Œ�ƒ�•�‘���˜ podkapitole 4.2.10 - ���Ž�‘�•�‘�˜�ž�•�À����-�•�‘�•�…�‘�˜�±���ƒ�ˆ�‹�•�‹�–�•�À��������

�œ�•�ƒ�«�•�›. ���‘�â�ƒ�†�À���’�â�À�’�”�ƒ�˜�›���•�‘�•�•�–�”�—�•�–�õ���Œ�‡���•�…�Š�‡�•�ƒ�–�‹�…�•�›���œ�•�ž�œ�‘�”�•�³�•�‘���•�ƒ���‘�„�”�ä��11. ���ƒ�•�–�‘���—�’�”�ƒ�˜�‡�•�±��

varianty HA-�œ�•�ƒ�«�‡�•�ý�…�Š�� �‰�‡�•�õ��WSS1 a wss1E116Q �„�›�Ž�›�� �†�ž�Ž�‡�� �”�‡�•�‘�•�„�‹�•�‘�˜�ž�•�›�� �
�ƒ�–�‡�™�ƒ�›�� ������

�”�‡�ƒ�•�…�À�� �†�‘�� �…�À�Ž�‘�˜�ý�…�Š�� �˜�‡�•�–�‘�”�õ��pAG416GAL-ccdB a pAG416GPD-ccdB (viz kapitola 4.2.8). 

���ý�•�Ž�‡�†�•�±�� �’�”�‘�†�—�•�–�›�� �„�›�Ž�›�� �‘�˜�³�â�‡�•�›�� �•�‡�•�˜�‡�•�ƒ�…�À�� �—�� �ˆ�‹�”�•�›�� �
�������� ��http://gatc-biotech.com/ ) a 

�•�ž�•�Ž�‡�†�•�³�� �˜�›�Š�‘�†�•�‘�…�‡�•�›�� �’�‘�•�‘�…�À�� �’�”�‘�‰�”�ƒ�•�—�� ���’����- A plasmid Editor (v. 2.0.49.0; 

http://jorgensen.biology.utah.edu/wayned/ape) 

4.2.11 ���”�ƒ�•�•�ˆ�‘�”�•�ƒ�…�‡���•�˜�ƒ�•�‹�•�•�‘�˜�ý�…�Š���„�—�•�³�• 

���˜�ƒ�•�‹�•�•�‘�˜�±�� �•�•�‡�•�›�� �„�›�Ž�›�� �–�”�ƒ�•�•�ˆ�‘�”�•�‘�˜�ž�•�›�� �’�â�‹�’�”�ƒ�˜�‡�•�ý�•�‹�� �‡�š�’�”�‡�•�•�À�•�‹�� �•�Ž�‘�•�›�á�� �•�×�†�—�Œ�À�…�À��

HA-WSS1, HA-wss1E116Q �•�‡�„�‘�� �Œ�‡�Œ�‹�…�Š�� �—�’�”�ƒ�˜�‡�•�±�� �˜�ƒ�”�‹�ƒ�•�–�›�á �’�‘�†�Ž�‡�� �’�”�‘�–�‘�•�‘�Ž�õ��High Efficiency 

Transformation Protocol (Gietz & Woods 2002). 

���‡�� �œ�ž�•�‘�„�•�À�…�Š�� �•�—�Ž�–�—�”�� �•�˜�ƒ�•�‹�•�•�‘�˜�ý�…�Š�� �•�•�‡�•�õ��(viz tab. 2), �•�–�‡�”�±�� �„�›�Ž�›�� �—�…�Š�‘�˜�ž�˜�ž�•�›��

v �s�w�¨�� �‰�Ž�›�…�‡�”�‘�Ž�‘�˜�±�•�� �”�‘�œ�–�‘�•�—�� �’�â�‹�� �� �z�r�� �¹���á�� �„�›�Ž�‘�� �ƒ�•�‡�’�–�‹�…�•�›�� �‘�†�‡�„�”�ž�•�‘�� �•�ƒ�Ž�±�� �•�•�‘���•�–�˜�À�� �„�—�•�³�•�á��

�Œ�‡�•���� �„�›�Ž�›�� �˜�›�•�‡�–�›�� �•�ƒ�� �������� �ƒ�‰�ƒ�”�‘�˜�±�� �•�‹�•�•�›�� �ƒ�� �‹�•�•�—�„�‘�˜�ž�•�›�� �y�t�� �Š�� �˜�‡�� �u�r �¹�� ���…�Š�Ž�ƒ�œ�‡�•�ý�� �‹�•�•�—�„�ž�–�‘�”��

�������� �v�r�r�á�� ���‡�•�•�‡�”�–���ä�� �,�‡�”�•�–�˜�³�� �•�ƒ�”�‘�•�–�Ž�±�� �•�˜�ƒ�•�‹�•�•�‘�˜�±�� �•�‘�Ž�‘�•�‹�‡�� �•�ƒ�� ������ �ƒ�‰�ƒ�”�‘�˜�ý�…�Š�� �•�‹�•�•�ž�…�Š�� �„�›�Ž�›��

�’�‘�–�±���•�–�‡�”�‹�Ž�•�³���œ�ƒ�‘�«�•�‘�˜�ž�•�›���†�‘���s�r���•�Ž�����������•�±�†�‹�ƒ���ƒ���–�â�‡�’�ž�•�›���’�â�‹���”�›�…�Š�Ž�‘�•�–�‹���t�r�r���‘�–�ä���•�‹�•���ƒ���–�‡�’�Ž�‘�–�³��

30 �¹�� �’�â�‡�•�� �•�‘�…�� �����‡�™�� ���”�—�•�•�™�‹�…�•�;�� ���•�‘�˜�ƒ�:�� �v�v�á�� ���’�’�‡�•�†�‘�”�ˆ���ä�� ���ž�•�Ž�‡�†�—�Œ�À�…�À�� �†�‡�•�� �„�›�Ž�ƒ�� �œ�•�³�â�‡�•�ƒ��

�‘�’�–�‹�…�•�ž�� �Š�—�•�–�‘�–�ƒ�� �–�â�‡�’�ƒ�•�ý�…�Š���•�—�Ž�–�—�”�� �’�â�‹�� �x�r�r�� �•�•�� ��BioSpectr�‘�•�‡�–�‡�”�:�� �•�‹�•�‡�–�‹�…, Eppendorf). Na 

�œ�ž�•�Ž�ƒ�†�³�� �œ�À�•�•�ƒ�•�ý�…�Š�� �Š�‘�†�•�‘�–�� �„�›�Ž�ƒ�� �’�‘�†�Ž�‡�� �˜�œ�–�ƒ�Š�—�� ������600 �±�� �r�á�s�� �1�� �s�­�s�r6 �•�˜�ƒ�•�‹�•�•�‘�˜�ý�…�Š�� �„�—�•�³�•����

�•�’�‘�«�À�–�ž�•�ƒ�� �’�â�‹�„�Ž�‹���•�ž�� �•�‘�•�…�‡�•�–�”�ƒ�…�‡�� �„�—�•�³�•�� �˜�� �–�â�‡�’�ƒ�•�ý�…�Š�� �•�—�Ž�–�—�”�ž�…�Š�á�� �•�ƒ�«�‡���� �œ �•�‹�…�Š�� �„�›�Ž�‘�� �•�–�‡�”�‹�Ž�•�³��

�‹�•�‘�•�—�Ž�‘�˜�ž�•�‘�� �w�r�� �•�Ž�� �������� �•�±�†�‹�ƒ�á�� �’�â�‡�†�‡�Š�â�ž�–�±�Š�‘�� �•�ƒ�� �u�y�� �¹���á�� �•�ƒ�� �˜�ý�•�Ž�‡�†�•�‘�—�� �•�‘�•�…�‡�•�–�”�ƒ�…�‹�� �w�­�s�r6 

�„�—�•�³�•���•�Ž���ƒ���–�â�‡�’�ž�•�‘ �’�â�‹���”�›�…�Š�Ž�‘�•�–�‹���t�r�r���‘���•�‹�•���ƒ���–�‡�’�Ž�‘�–�³���u�r �¹�� �����‡�™�����”�—�•�•�™�‹�…�•�;�����•�‘�˜�ƒ�:���v�v�á��

Eppendorf)�ä�����‘���†�‘�•�ƒ���‡�•�À���‘�’�–�‹�…�•�±���Š�—�•�–�‘�–�›������600 �±���s�á���„�›�Ž�›���–�â�‡�’�ƒ�•�±���•�—�Ž�–�—�”�›���…�‡�•�–�”�‹�ˆ�—�‰�‘�˜�ž�•�›�����u 

0�r�r�� �‰�á�� �w�� �•�‹�•�á�� �s�r�� �¹���â�� ���Ž�‡�‰�”�ƒ�:��-15R, Beckman Coulte�”���á�� �‘�’�Ž�ž�…�Š�•�—�–�›�� �˜�� �t�w�� �•�Ž�� ���‹�Ž�‹-Q H2O a 

�œ�•�‘�˜�—�� �…�‡�•�–�”�‹�ˆ�—�‰�‘�˜�ž�•�›��(5 0�r�r�� �‰�á�� �w�� �•�‹�•�á�� �s�r�� �¹���â�� ���Ž�‡�‰�”�ƒ�:��-15R, Beckman Coulter). Po 
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�‘�†�•�–�”�ƒ�•�³�•�À�� �•�—�’�‡�”�•�ƒ�–�ƒ�•�–�—�� �„�›�Ž�›�� �„�—�Ò�•�›�� �”�‡�•�—�•�’�‡�•�†�‘�˜�ž�•�›�� �˜ 1 ml Mili-Q H2���� �ƒ�� �’�â�‡�•�‡�•�‡�•�›�� �†�‘��

�s�á�w�•�Ž�� �•�‹�•�”�‘�…�‡�•�–�”�‹�ˆ�—�‰�ƒ�«�•�À�� �œ�•�—�•�ƒ�˜�•�›�ä�� ���œ�‘�”�•�›�� �„�›�Ž�›�� �†�ž�Ž�‡�� �…�‡�•�–�”�‹�ˆ�—�‰�‘�˜�ž�•�›�� ��3 000 g, 30 s; 

���‡�•�–�”�‹�ˆ�—�‰�‡�� �w�v�t�v�� ���á�� ���’�’�‡�•�†�‘�”�ˆ���� �ƒ�� �’�‘�� �‘�†�•�–�”�ƒ�•�³�•�À�� �•�—�’�‡�”�•�ƒ�–�ƒ�•�–�—�� �„�›�Ž�ƒ�� �• �„�—�Ò�•�ž�•�� �†�‘�’�Ž�•�³�•�ƒ 

Mili-Q tak, aby �˜�ý�•�Ž�‡�†�•�ž��koncentrace �‘�†�’�‘�˜�À�†�ƒ�Ž�ƒ���t�­107 �„�—�•�³�•���•�Ž�ä�����—�•�³�«�•�±���•�—�•�’�‡�•�œ�‡���„�›�Ž�›��

�’�‘�–�±���â�ž�†�•�³���’�”�‘�•�À�…�Š�ž�•�›���ƒ���’�â�‡�•�‡�•�‡�•�›���’�‘���s�r�r���Á�Ž���†�‘���‘�œ�•�ƒ�«�‡�•�ý�…�Š���s�á�w�•�Ž���•�‹�•�”�‘�…�‡�•�–�”�‹�ˆ�—�‰�ƒ�«�•�À�…�Š��

�œ�•�—�•�ƒ�˜�‡�•�� ���Œ�‡�†�•�ƒ�� �’�”�‘�� �•�ƒ���†�‘�—�� �–�”�ƒ�•�•�ˆ�‘�”�•�ƒ�«�•�À�� �”�‡�ƒ�•�…�‹���ä�� ���‘�œ�†�³�Ž�‡�•�±�� �•�—�•�’�‡�•�œ�‡�� �„�›�Ž�›�� �•�ž�•�Ž�‡�†�•�³��

�…�‡�•�–�”�‹�ˆ�—�‰�‘�˜�ž�•�›�� ���s�u 000 g, 30 s; Centrifuge 5424 R, Eppe�•�†�‘�”�ˆ���ä�� ���‘�� �‘�†�•�–�”�ƒ�•�³�•�À��

supernatantu bylo k �„�—�Ò�•�ž�•���’�â�‹�†�ž�•�‘���u�t�x���J�Ž���–�”�ƒ�•�•�ˆ�‘�”�•�ƒ�«�•�À���•�•�³�•�‹�����t�v�r���J�Ž���w�r�¨�������
���u�w�r�r�á��

�u�x�� �J�Ž�� �s�r�� �•���� ���‹���…�á�� �w�r�� �J�Ž�� �������� �œ �Ž�‘�•�‘�•�À�…�Š�� �˜�ƒ�”�Ž�ƒ�–���� �ƒ�� �s�� �J�‰�� �’�â�À�•�Ž�—�æ�•�±�� �’�Ž�ƒ�•�•�‹�†�‘�˜�±�� �������� �‘��

�…�‡�Ž�•�‘�˜�±�•�� �‘�„�Œ�‡�•�—�� �u�v�� �J�Ž�ä�� ���‡�ƒ�•�…�‡�� �•�Ž�‘�—���À�…�À�� �Œ�ƒ�•�‘�� �•�‡�‰�ƒ�–�‹�˜�•�À�� �•�‘�•�–�”�‘�Ž�ƒ�� �‘�„�•�ƒ�Š�‘�˜�ƒ�Ž�ƒ�� �•�ƒ�•�À�•�–�‘��

�’�Ž�ƒ�•�•�‹�†�‘�˜�±�����������u�v���Á�Ž���������’�—�ˆ�”�—�ä�������‡�ƒ�•�«�•�À���•�•�³�•�‹�� �„�›�Ž�ƒ���â�ž�†�•�³���’�”�‘�•�À�…�Š�ž�•�›���ƒ���‹�•�•�—�„�‘�˜�ž�•�›���v�r��

�•�‹�•�� �˜�‡�� �v�t�� �¹���� ��Thermocell Mixing Block MB102, BIOER Technology). Po centrifugaci 

(13 000 g, 30 �•�â�����‡�•�–�”�‹�ˆ�—�‰�‡���w�v�t�v�����á�����’�’�‡�•�†�‘�”�ˆ�����„�›�Ž�ƒ���æ�‡�–�”�•�³���‘�†�•�–�”�ƒ�•�³�•�ƒ���–�”�ƒ�•�•�ˆ�‘�”�•�ƒ�«�•�À���•�•�³�•��

�ƒ�� �†�‘�� �•�ƒ���†�±�� �”�‡�ƒ�•�…�‡�� �„�›�Ž�� �’�â�‹�†�ž�•�� �s�� �•�Ž�� �•�–�‡�”�‹�Ž�•�À�� ���‹�Ž�‹-Q H2���ä�� ���‘�•�‘�…�À�� �’�‹�’�‡�–�‘�˜�ƒ�…�À�� �æ�’�‹�«�•�›�� �„�›�Ž�›��

�„�—�•�³�«�•�±�� �’�‡�Ž�‡�–�›�� �æ�‡�–�”�•�³�� �”�‘�œ�•�À�…�Š�ž�•�›�ä�� ���”�ƒ�•�•�ˆ�‘�”�•�‘�˜�ƒ�•�±�� �„�—�Ò�•�›�� �„�›�Ž�›�� �˜�›�•�‡�–�›�� �•�ƒ�� ������ ������- 

�ƒ�‰�ƒ�”�‘�˜�±���•�‹�•�•�›���ƒ���‹�•�•�—�„�‘�˜�ž�•�›���v���†�•�›���’�â�‹���u�r���¹�������‹�•�•�—�„�ž�–�‘�”�����������v�r�r�á�����‡�•�•�‡�”�–).   

4.2.12 ���•�ƒ�Ž�ý�œ�ƒ���•�‘�•�’�Ž�‡�•�‡�•�–�ƒ�«�•�À�…�Š���‡�š�’�‡�”�‹�•�‡�•�–�õ���’�‘�•�‘�…�À���„�‘�†�‘�˜�±�Š�‘���–�‡�•�–�— 

���˜�ƒ�•�‹�•�•�‘�˜�±�� �„�—�Ò�•�›�� �•�‘�•�’�Ž�‡�•�‡�•�–�‘�˜�ƒ�•�±�� �’�â�‹�’�”�ƒ�˜�‡�•�ý�•�‹�� �‡�š�’�”�‡�•�•�À�•�‹�� �•�Ž�‘�•�›�� �„�›�Ž�›��

�–�‡�•�–�‘�˜�ž�•�›�� �•�ƒ�� �…�‹�–�Ž�‹�˜�‘�•�–�� �˜�õ�«�‹�� �’�õ�•�‘�„�‡�•�À�� �‰�‡�•�‘�–�‘�š�‹�…�•�±�Š�‘�� �•�–�”�‡�•�—�� �˜ �’�‘�†�‘�„�³�� �Š�›�†�”�‘�š�›�•�‘�«�‘�˜�‹�•�› 

�’�‘�•�‘�…�À���„�‘�†�‘�˜�±�Š�‘���–�‡�•�–�—�ä 

�,�‡�”�•�–�˜�³�� �•�ƒ�”�‘�•�–�Ž�±�� �•�‘�Ž�‘�•�‹�‡�� �„�—�•�³�•�� �•�ƒ�� �ƒ�‰�ƒ�”�‘�•�‘�˜�ý�…�Š�� �•�‹�•�•�ž�…�Š�� ���–�”�ƒ�•�•�ˆ�‘�”�•�‘�˜�ƒ�•�±�� �±�� ������

URA- �ƒ�‰�ƒ�”�‘�˜�±�� �•�‹�•�•�›�â�� �•�‡�–�”�ƒ�•�•�ˆ�‘�”�•�‘�˜�ƒ�•�±�� �±�� �������� �ƒ�‰�ƒ�”���� �„�›�Ž�›�� �œ�ƒ�‘�«�•�‘�˜�ž�•�›�� �†�‘�� �w�� �•�Ž��

�‘�†�’�‘�˜�À�†�ƒ�Œ�À�…�À�Š�‘�� �•�±�†�‹�ƒ�� ���–�”�ƒ�•�•�ˆ�‘�”�•�‘�˜�ƒ�•�±�� �±�� ������ ������-�á�� �•�‡�–�”�ƒ�•�•�ˆ�‘�”�•�‘�˜�ƒ�•�±�� �±�� ������ �������ª����a 

�–�â�‡�’�ž�•�›�� �’�â�‹�� �”�›�…�Š�Ž�‘�•�–�‹�� �t�r�r�� �‘�–�ä���•�‹�•�� �ƒ�� �–�‡�’�Ž�‘�–�³�� �u�r �¹�� �’�â�‡�•�� �•�‘�…��(N�‡�™�����”�—�•�•�™�‹�…�•�;�� ���•�‘�˜�ƒ�:�� �v�v�á��

Eppendorf)�ä�����ž�•�Ž�‡�†�—�Œ�À�…�À���†�‡�•���„�›�Ž�ƒ���œ�Œ�‹�æ�–�³�•�ƒ���’�â�‹�„�Ž�‹���•�ž���Š�—�•�–�‘�–�ƒ���„�—�•�³�•���˜���–�â�‡�’�ƒ�•�ý�…�Š���•�—�Ž�–�—�”�ž�…�Š���ƒ��

�œ�ƒ�‘�«�•�‘�˜�ž�•�›�� �•�‘�˜�±�� �w�� �•�Ž�� �•�—�Ž�–�—�”�›�� �‘�†�’�‘�˜�À�†�ƒ�Œ�À�…�À�Š�‘�� �•�±�†�‹�ƒ�� �‘�„�†�‘�„�•�³�� �Œ�ƒ�•�‘�� �Œ�‡�� �’�‘�’�•�ž�•�‘�� �˜ kapitole 

4.2.11. ���‘�� �†�‘�•�ƒ���‡�•�À�� �‘�’�–�‹�…�•�±�� �Š�—�•�–�‘�–�›�� ����600 = 1 byly kultu�”�›�� �„�—�•�³�•�� �æ�‡�•t�‹�•�ž�•�‘�„�•�³�� �•�±�”�‹�‘�˜�±��

�œ�â�‡�†�³�•�›�� �˜ �������� ���s�­�á�� �x�­�á�� �u�x�­�á�� �t�s�x�­�á�� �s�t�{�x�­���� �ƒ�� �„�‘�†�‘�˜�³�� �•�ƒ�•�‡�•�‡�•�›�� �•�ƒ�� ������ ������- a SC URA+ 

�ƒ�‰�ƒ�”�‘�˜�±���•�‹�•�•�›���•���r�á�r�w�������Š�›�†�”�‘�š�›�•�‘�«�‘�˜�‹�•�›�ä�����‘���y�t���Š���‹�•�•�—�„�ƒ�…�‹���’�â�‹���u�r���¹�������…�Š�Ž�ƒ�œ�‡�•�ý���‹�•�•�—�„�ž�–�‘�”��

IPP 400, Memmert) byly misky vyfoceny. 

4.2.13 ���š�–�”�ƒ�•�…�‡���’�”�‘�–�‡�‹�•�õ���œ �•�˜�ƒ�•�‹�•�•�‘�˜�ý�…�Š���„�—�•�³�• 

���š�–�”�ƒ�•�–�›�� �„�—�•�³�«�•�ý�� �’�”�‘�–�‡�‹�•�õ�� �œ �–�”�ƒ�•�•�ˆ�‘�”�•�‘�˜�ƒ�•�ý�…�Š�� �•�˜�ƒ�•�‹�•�‡�•�� �„�›�Ž�›�� �’�â�‹�’�”�ƒ�˜�‡�•�›�� �’�‘�†�Ž�‡��

�—�’�”�ƒ�˜�‡�•�±�Š�‘���’�”�‘�–�‘�•�‘�Ž�—�ã�����›�…�Š�Ž�ž���ƒ���•�’�‘�Ž�‡�Š�Ž�‹�˜�ž���‡�š�–�”�ƒ�•�…�‡���„�À�Ž�•�‘�˜�‹�•���œ��kvasinek (Kushnirov & Vitaly 

2000). ���”�ƒ�•�•�ˆ�‘�”�•�‘�˜�ƒ�•�±�� �•�•�‡�•�›�� �•�˜�ƒ�•�‹�•�‡�• �„�›�Ž�›�� �•�–�‡�”�‹�Ž�•�³�� �‹�•�‘�•�—�Ž�‘�˜�ž�•�›�� �†�‘�� ������URA- �•�±�†�‹�ƒ�� �ƒ��

�–�â�‡�’�ž�•�› �����‡�™�����”�—�•�•�™�‹�…�•�;�����•�‘�˜�ƒ�:���v�v�á�����’�’�‡�•�†�‘�”�ˆ�� �’�â�‹���”�›�…�Š�Ž�‘�•�–�‹���t�r�r���‘�ä���•�‹�•���ƒ���–�‡�’�Ž�‘�–�³���u�y���¹�� 
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�’�â�‡�•���•�‘�…�ä�����ž�•�Ž�‡�†�—�Œ�À�…�À���†�‡�•���„�›�Ž�›���„�—�Ò�•�›���•�–�‡�”�‹�Ž�•�³���’�â�‡�‘�«�•�‘�˜�ž�•�›���†�‘���«�‡�”�•�–�˜�±�Š�‘��������������- �•�±�†�‹�ƒ���•�ƒ��

�˜�ý�•�Ž�‡�†�•�‘�—�� �•�‘�•�…�‡�•�–�”�ƒ�…�‹�� ����600 �r�á�t�w���•�Ž�� �ƒ�� �†�ž�Ž�‡�� �–�â�‡�’�ž�•�›�� �œ�ƒ�� �•�–�‡�Œ�•�ý�…�Š�� �’�‘�†�•�À�•�‡�•�ä�� ���‘�� �†�‘�•�ƒ���‡�•�À��

koncentrace OD600 ~1/ml byly ekvivalenty 6 jednotek OD600 �s���•�•�Ž�‹�œ�‡�•�›���…�‡�•�–�”�‹�ˆ�—�‰�ƒ�…�À��(5 000 

�‰�á�� �w�� �•�‹�•�á�� �s�r�� �¹���â�� ���Ž�‡�‰�”�ƒ�:��-�s�w���á�� ���‡�…�•�•�ƒ�•�� ���‘�—�Ž�–�‡�”���ä�� ���‘�� �‘�†�•�–�”�ƒ�•�³�•�À�� �•�—�’�‡�”�•�ƒ�–�ƒ�•�–�—�� �„�›�Ž�›��

�„�—�•�³�«�•�±���’�‡�Ž�‡�–�›���”�‡�•�—�•�’�‡�•�†�‘�˜�ž�•�›���˜ �s���•�Ž���Ž�‡�†�‘�˜�³���…�Š�Ž�ƒ�†�•�±�����‹�Ž�‹-Q H2O a znov�—���…�‡�•�–�”�‹�ˆ�—�‰�‘�˜�ž�•�›��

(5 0�r�r���‰�á���w���•�‹�•�á���s�r���¹���â�����Ž�‡�‰�”�ƒ�:��-�s�w���á�����‡�…�•�•�ƒ�•�����‘�—�Ž�–�‡�”���ä�����‘���‘�†�•�–�”�ƒ�•�³�•�À���•�—�’�‡�”�•�ƒ�–�ƒ�•�–�—���„�›�Ž�›��

�„�—�Ò�•�›�� �”�‡�•�—�•�’�‡�•�†�‘�˜�ž�•�›�� �˜�‡�� �t�r�r�� �J�Ž�� ���‹�Ž�‹-Q H2���� �ƒ�� �’�â�‡�•�‡�•�‡�•�›�� �†�‘�� �•�–�‡�”�‹�Ž�•�À�…�Š�� �s�á�w�•�Ž��

�•�‹�•�”�‘�…�‡�•�–�”�‹�ˆ�—�‰�ƒ�«�•�À�…�Š���œ�•�—�•�ƒ�˜�‡�•�ä���� �•�—�•�’�‡�•�œ�À�•���„�›�Ž�‘���’�â�‹�†�ž�•�‘���t�r�r���J�Ž���r�á�t�������ƒ�����ä�����•�³si byly 

�‹�•�•�—�„�‘�˜�ž�•�›�� �s�r�� �•�‹�•�� �’�â�‹�� ������ �ƒ�� �’�‘�–�±�� �…�‡�•�–�”�‹�ˆ�—�‰�‘�˜�ž�•�›�� ��13 000 g, 30 s; Centrifuge 5424 R, 

���’�’�‡�•�†�‘�”�ˆ���ä�� ���‘�� �‘�†�•�–�”�ƒ�•�³�•�À�� �•�—�’�‡�”�•�ƒ�–�ƒ�•�–�—�� �„�›�Ž�‘�� �• �„�—�Ò�•�ž�•�� �’�â�‹�†�ž�•�‘�� �s�r�r�� �J�Ž�� ������-PAGE 

�˜�œ�‘�”�•�‘�˜�±�Š�‘���’�—�ˆ�”�—�����r�á�r�x���������”�‹�•-���…�Ž���’�����x�á�z�â���v���¨���>-merkaptoetanol; 5 % glycerol; 2 % SDS; 

0�á�r�r�t�w���¨���„�”�‘�•�ˆ�‡�•�‘�Ž�‘�˜�ž���•�‘�†�â���ä�����â�‹�’�”�ƒ�˜�‡�•�±���•�•�³�•�‹���„�›�Ž�›���–�â�‡�’�ž�•�›���u���•�‹�•���˜ �{�w���¹�����’�â�‹���v�w�r���”�’�•��

(Thermocell Mixing Bloc�•�� �����s�r�t�á�� ������������ ���‡�…�Š�•�‘�Ž�‘�‰�›���� �ƒ�� �…�‡�•�–�”�‹�ˆ�—�‰�‘�˜�ž�•�›��(13 000 g, 30 s; 

���‡�•�–�”�‹�ˆ�—�‰�‡�� �w�v�t�v�� ���á�� ���’�’�‡�•�†�‘�”�ˆ���ä�� ���—�’�‡�”�•�ƒ�–�ƒ�•�–�� �„�›�Ž�� �‘�’�ƒ�–�”�•�³�� �’�â�‡�•�‡�•�‡�•�� �†�‘�� �«�‹�•�–�ý�…�Š�� �s�á�w�•�Ž��

mikroce�•�–�”�‹�ˆ�—�‰�ƒ�«�•�À�…�Š���œ�•�—�•�ƒ�˜�‡�•���ƒ���•�•�Ž�ƒ�†�‘�˜�ž�•���’�â�‹��-�t�r���¹���� 

4.2.14 ���•�ƒ�Ž�ý�œ�ƒ���‡�š�’�”�‡�•�‡���’�”�‘�–�‡�‹�•�õ���’�‘�•�‘�…�À���‹�•�—�•�‘�†�‡�–�‡�•�…�‡���’�”�‘�–�‡�‹�•�õ���’�‘���’�â�‡�•�‘�•�—���•a 

�•�‡�•�„�”�ž�•�—�������‡�•�–�‡�”�•���„�Ž�‘�–������ 

���š�’�”�‡�•�‡�� �œ�•�‘�—�•�ƒ�•�ý�…�Š�� �‰�‡�•�õ�� �˜ �–�”�ƒ�•�•�ˆ�‘�”�•�‘�˜�ƒ�•�ý�…�Š�� �•�˜�ƒ�•�‹�•�•�‘�˜�ý�…�Š�� �„�—�Ò�•�ž�…�Š�� �„�›�Ž�ƒ��

�‘�˜�³�â�‡�•�ƒ���’�‘�•�‘�…�À�����‡�•�–�‡�”�•-�„�Ž�‘�–���ƒ�•�ƒ�Ž�ý�œ�›���‡�š�–�”�ƒ�•�–�õ���„�—�•�³�«�•�ý�…�Š���’�”�‘�–�‡�‹�•�õ�ä�����š�–�”�ƒ�•�–�›���„�›�Ž�›���•�‡�Œ�’�”�˜�‡��

�œ�ƒ�Š�â�ž�–�›�� �’�‘�� �†�‘�„�—�� �s�� �•�‹�•�� �•�ƒ�� �u�r�� �¹���� ��Thermocell Mixing Block MB102, BIOER Technology) a 

�•�ž�•�Ž�‡�†�•�³���’�‘�†�”�‘�„�‡�•�›���˜�‡�”�–�‹�•�ž�Ž�•�À���‡�Ž�‡�•�–�”�‘�ˆ�‘�”�±�œ�‡ �˜���’�‘�Ž�›�ƒ�•�”�›�Ž�ƒ�•�‹�†�‘�˜�±�•���‰�‡�Ž�—���˜���’�â�À�–�‘�•�•�‘�•�–�‹����������

(Mini-PROTEAN�:  Tetra Cell, Bio-���ƒ�†�â�� �y�¨�� �œ�ƒ�‘�•�–�â�‘�˜�ƒ�…�À�� �‰�‡�Ž�â�� �s�x�¨�� �”�‘�œ�†�³�Ž�‘�˜�ƒ�…�À�� �‰�‡�Ž���� �’�â�‹��

�•�‘�•�•�–�ƒ�•�–�•�À�•�� �•�ƒ�’�³�–�À�� �s�x�r V pod dobu 90 min. Gely s �’�”�‘�–�‡�‹�•�›�á�� �•�‹�–�”�‘�…�‡�Ž�—�Ž�×�œ�‘�˜�±�� �•�‡�•�„�”�ž�•�›�á��

�ˆ�‹�Ž�–�”�ƒ�«�•�À�� �’�ƒ�’�À�”�›�� �‹�� �—�•�³�Ž�±�� �’�³�•�‘�˜�±�� �«�–�˜�‡�”�…�‡�� �„�›�Ž�›�� �’�”�‘�•�›�–�›�� �˜ �’�â�‡�•�‘�•�‘�˜�±�•�� �’�—�ˆ�”�—�� �ƒ�� �•�Ž�‘���‡�•�›�� �†�‘��

�•�›�•�–�±�•�õ�� ���‹�•�‹�� ���”�ƒ�•�•-Blot�:  Cell (Bio-���ƒ�†���ä�� ���â�‡�•�‘�•�� �’�”�‘�–�‡�‹�•�õ�� �•�ƒ�� �•�‡�•�„�”�ž�•�›�� �’�”�‘�„�À�Š�ƒ�Ž�� �’�â�‹��

�•�‘�•�•�–�ƒ�•�–�•�À�•�� �•�ƒ�’�³�–�À�� �s�r�r V �’�‘�� �†�‘�„�—�� �x�r�� �•�‹�•�� �����‘�™�‡�”���ƒ�…�;�� ���ƒ�•�‹�…�� ���‘�™�‡�”�� ���—�’�’�Ž�›�á�� ���‹�‘-Rad). 

���‹�–�”�‘�…�‡�Ž�—�Ž�×�œ�‘�˜�±�� �•�‡�•�„�”�ž�•�›�� �„�›�Ž�›�� �’�‘�–�±�� �„�Ž�‘�•�‘�˜�ž�•�›�� �˜ 10 ml 0,5% roztoku kaseinu v PBS 

�’�—�ˆ�”�—�ä�� ���‘�� �”�‘�œ�–�‘�•�—�� �„�›�Ž�‘�� �†�ž�Ž�‡�� �’�â�‹�†�ž�•�‘�� �r�á�s �¨�� ���˜���˜���� �t�r�¨�� ���™�‡�‡�•�á�� �•�”�ž�Ž�‹�«�À�� �•�‘�•�‘�•�Ž�‘�•�ž�Ž�•�À��

�’�”�‘�–�‹�Ž�ž�–�•�ƒ���’�”�‘�–�‹������-�œ�•�ƒ�«�…�‡�����˜�ý�•�Ž�‡�†�•�±���â�‡�†�³�•�À���s�ã�s�r�r�r�����ƒ���•�›�æ�À���•�‘�•�‘�•�Ž�‘�•�ž�Ž�•�À���’�”�‘�–�‹�Ž�ž�–�•�ƒ���’�”�‘�–�‹��

�ˆ�‘�•�ˆ�‘�‰�Ž�›�…�‡�”�ž�–�� �•�‹�•�ž�œ�‡�� �����‰�•���� ���˜�ý�•�Ž�‡�†�•�±�� �â�‡�†�³�•�À�� �s�ã�s�r�r�r���á�� �•�–�‡�”�ž�� �•�Ž�‘�—���‹�Ž�ƒ�� �Œ�ƒ�•�‘�� �•�‘�•�–�”�‘�Ž�ƒ��

�•�ƒ�•�ž�æ�‡�•�ý�…�Š�� �‘�„�Œ�‡�•�õ�ä�� ���‡�•�„�”�ž�•�ƒ�� �„�›�Ž�ƒ�� �‹�•�•�—�„�‘�˜�ž�•�ƒ�� �˜ �”�‘�œ�–�‘�•�—�� �w�� �Š�� �’�â�‹�� �t�w�� �¹���á �’�‘�–�±�� �’�”�‘�•�›�–�ƒ��

�u�­�w�� �•�‹�•�� �˜ PBS pufru s 0,1 �¨�� ���˜���˜���� �t�r�¨�� ���™�‡�‡�•�� �ƒ�� �‹�•�•�—�„�‘�˜�ž�•�ƒ�� �˜ �•�‘�˜�±�•�� �”�‘�œ�–�‘�•�—�� �•�ƒ�•�‡�‹�•�—��

�‘�„�•�ƒ�Š�—�Œ�À�…�À�� �������›�‡�:�� �z�r�r������ �•�‘�œ�À�� �’�‘�Ž�›�•�Ž�‘�•�ž�Ž�•�À�� �ƒ�•�–�‹-�•�”�ž�Ž�‹�«�À�� ���‰�
�� �’�”�‘�–�‹�Ž�ž�–�•�—�� ������- �œ�•�ƒ�«�•�ƒ�á��

�˜�ý�•�Ž�‡�†�•�±���â�‡�†�³�•�À���s�ã�s�w���r�r�r���á���•�‡�„�‘���������›�‡�:���x�z�r�������•�‘�œ�À���’�‘�Ž�›�•�Ž�‘�•�ž�Ž�•�À���ƒ�•�–�‹-�•�›�æ�À�����‰�
���’�”�‘�–�‹�Ž�ž�–�•�—��

�����‰�•�á�� �˜�ý�•�Ž�‡�†�•�±�� �â�‡�†�³�•�À��1:5000) �’�‘�� �†�‘�„�—�� �t�� �Š�� �’�â�‹�� �t�w�� �¹���� �˜�‡�� �–�•�³�ä�� ���‡�•�„�”�ž�•�ƒ�� �„�›�Ž�ƒ�� �’�‘�–�±�� �‘�’�³�–��
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�’�”�‘�•�›�–�ƒ���u�­�w���•�‹�•���˜ PBS pufru s 0,1 % (v/v) 20% Tween a 1x5 min v �«�‹�•�–�±�•�����������’�—�ˆ�”�—�ä�����‘��

�˜�›�•�—�æ�‡�•�À�� �„�›�Ž�›�� �•�ƒ�˜�ž�œ�ƒ�•�±�� �’�”�‘�–�‹�Ž�ž�–�•�›�� �•�ƒ�� �•�‡�•�„�”�ž�•�³�� �œ�‘�„�”�ƒ�œ�‡�•�›�� �’�‘�•�‘�…�À �’�â�À�•�–�”�‘�Œ�‡�� ���†�›�•�•�‡�›�� �:��

CLx Infrared Imaging System (LI-COR Biosciences).        
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�•�˜�ƒ�•�‹�•�•�‘�˜�ý�…�Š�� �„�—�•�³�•�� �•�ƒ�� �•�‡�Ž�‡�•�«�•�À�•�� ������ ��������-���� �ƒ�‰�ƒ�”�‘�•�‘�˜�±�•�� �•�±�†�‹�—�ä��
���˜�ƒ�•�‹�•�•�‘�˜�±��kmeny [a] �Ãwss1, [a] �Ã�†�†�‹�w�Ã�™�•�•�w a [�=�����Ã�™�•�•�w�Ã�†�†�‹�w byly 
�•�‘�•�’�Ž�‡�•�‡�•�–�‘�˜�ž�•�›�� �’�”�ž�œ�†�•�ý�•�� �˜�‡�•�–�‘�”�‡�•�� �’���
�v�s�x�
������ �ƒ�� �‡�š�’�”�‡�•�•�À�•�‹�� �•�Ž�‘�•�›��
pAG416GAL s HA-WSS1 nebo HA-wss1E116Q �’�‘�†���•�‘�•�–�”�‘�Ž�‘�—���‹�•�†�—�•�«�•�À�Š�‘���
�ƒ�Ž�s��
�’�”�‘�•�‘�–�‘�”�—�ä�� ���æ�‡�…�Š�•�›�� �–�”�ƒ�•�•�ˆ�‘�”�•�‘�˜�ƒ�•�±�� �•�‘�•�•�–�”�—�•�–�›�� �•�×�†�‘�˜�ƒ�Ž�‹�� �‰�‡�•�›�� �’�”�‘��
�•�›�•�–�±�œ�—�� �—�”�ƒ�…�‹�Ž�—�ä�� ���š�’�‘�•�‡�•�…�‹�ž�Ž�•�³�� �•�ƒ�”�‘�•�–�Ž�±�� �•�—�Ž�–�—�”�›�� �•�˜�ƒ�•�‹�•�•�‘�˜�ý�…�Š�� �„�—�•�³�•�� �„�›�Ž�›��
naneseny v �w�­�� �•�±�”�‹�‘�˜�±�� �â�‡�†�À�…�À�� �â�ƒ�†�³�� �•�ƒ�� ������ �������������� �ƒ�‰�ƒ�”�‘�•�‘�˜�±�� �•�±�†�‹�—�•��
s �‰�Ž�—�•�×�œ�‘�—�����
�Ž�—�����ƒ �‰�ƒ�Ž�ƒ�•�–�×�œ�‘�—�����
�ƒ�Ž�����ƒ���‹�•�•�—�„�‘�˜�ž�•�›��72 �Š�‘�†�‹�•���’�â�‹���u�r���¹���ä 
 

5.8 A�������z���������������� Wss1p V �������4�,���2�������������4�������������
�������������������2�����r�����������A��

�������������������,����������  

Pro charakterizaci role Wss1p v �„�—�•�³�«�•�±�� �‘�†�’�‘�˜�³�†�‹�� �•�ƒ�� �’�õ�•�‘�„�‡�•�À�� ������ �ƒ�� �˜�Ž�‹�˜�—��

�Œ�‡�†�•�‘�–�Ž�‹�˜�ý�…�Š�� �†�‘�•�±�•�� �•�ƒ�� �–�—�–�‘�� �ˆ�—�•�•�…�‹�� �„�›�Ž�ƒ�� �’�”�‘�˜�‡�†�‡�•�ƒ�� �ƒ�•�ƒ�Ž�ý�œ�ƒ�� �’�‘�•�‘�…�À�� �„�‘�†�‘�˜�±�Š�‘�� �–�‡�•�–�—�á�� �’�â�‹��

�•�–�‡�”�±�� �„�›�Ž�ƒ�� �’�‘�”�‘�˜�•�ž�˜�ž�•�ƒ�� �…�‹�–�Ž�‹�˜�‘�•�–�� �•�³�•�‘�Ž�‹�•�ƒ�� �•�•�‡�•�õ�� �•�ƒ�� �’�õ�•�‘�„�‡�•�À�� �����ä�� ���‘�•�•�”�±�–�•�³��

�•�˜�ƒ�•�‹�•�•�‘�˜�ý�…�Š�� �•�•�‡�•�õ�� �• nativ�•�À�•�‹�� �‰�‡�•�›��WSS1 a DDI1 ([a)] WT, [�=����WT), �•�•�‡�•�õ��

�’�‘�•�–�”�ž�†�ƒ�Œ�À�…�À�…�Š��DDI1 ([a] �Ã�†�†�‹�w, ���=�� �Ã�†�†�‹�w���� �ƒ�� �•�•�‡�•�õ�� �„�‡�œ��WSS1 i DDI1 ([a] �Ã�†�†�‹�w�Ã�™�•�•�w, ���=����

�Ã�™�•�•�w�Ã�†�†�‹�w���á�� �•�–�‡�”�±�� �„�›�Ž�›�� �•�ƒ�˜�À�…�� �•�‘�•�’�Ž�‡�•�‡�•�–�‘�˜�ž�•�›�� �‡�š�’�”�‡�•�•�À�•�‹�� �•�Ž�‘�•�›�� �’���
�v�s�x�
������ �•��HA-

WSS1, �•�‡�„�‘���Œ�‡�Š�‘���•�—�–�ƒ�•�–�•�À�•�‹���˜�ƒ�”�‹�ƒ�•�–�ƒ�•�‹�á���˜�«�‡�–�•�³���˜�ƒ�”�‹�ƒ�•�–��wss1E116Q, mutSIM2 a wss1E116Q, mutVIM.  

���ý�•�Ž�‡�†�•�›���‡�š�’�‡�”�‹�•�‡�•�–�õ���—�•�ƒ�œ�—�Œ�À����viz obr. 24���á�����‡���•�‘�—�«�ƒ�•�•�ž���†�‡�Ž�‡�…�‡���‰�‡�•�õ��WSS1 a DDI1 

byla za �’�â�À�–�‘�•�•�‘�•�–�‹���‰�‡�•�‘�–�‘�š�‹�…�•�±���������•�›�•�–�‡�–�‹�…�•�›���Ž�‡�–�ž�Ž�•�À�ä�����‡�•�–�‘���ˆ�‡�•�‘�–�›�’���„�›�Ž���•�‘�•�’�Ž�‡�•�‡�•�–�‘�˜�ž�•��

WT variantou WSS1�á�� �•�‹�•�‘�Ž�‹�˜�� �˜�æ�ƒ�•�� �˜�ƒ�”�‹�ƒ�•�–�‘�—�� �„�‡�œ�� �������� �†�‘�•�±�•�›�� ��wss1delWLM). Oproti tomu, 

�‹�•�ƒ�•�–�‹�˜�ƒ�…�‡�� �†�‘�•�±�•�� �œ�‘�†�’�‘�˜�³�†�•�ý�…�Š�� �œ�ƒ�� �‹�•�–�‡�”�ƒ�•�…�‹�� �• Cdc48p (wss1mutVIM, wss1 mutSHP, 

wss1mutVIM/SHP), se Smt3p (wss1mutSIM1, wss1 mutSIM2, wss1mutSIM1/SIM2���� �ƒ�•�‹�� �•�ƒ�•�‘�–�•�ž�� �†�‡�Ž�‡�…�‡��

�†�‘�•�±�•�›�� �˜�ž�œ�ƒ�Œ�À�…�À DNA (wss1delDBD���� �•�‡�•�³�Ž�› �•�ƒ�� �ˆ�—�•�•�…�‹�� �’�”�‘�–�‡�‹�•�—�� ���ž�†�•�ý�� �’�‘�œ�‘�”�‘�˜�ƒ�–�‡�Ž�•�ý�� �˜�Ž�‹�˜�ä��

���„�†�‘�„�•�³���•�ƒ���ˆ�—�•�•�…�‹���•�‡�•�³�Ž�›���˜�Ž�‹�˜���ƒ�•�‹���ï�’�”�ƒ�˜�›�á���’�â�‹���•�–�‡�”�ý�…�Š���œ�õ�•�–�ƒ�Ž�›���•�”�‘�•�³�����������ƒ�•�–�‹�˜�•�À���’�‘�—�œ�‡��

�†�‘�•�±�•�›�� �œ�‘�†�’�‘�˜�³�†�•�±���œ�ƒ���‹�•�–�‡�”�ƒ�•�…�‹���•�����†�…�v�z�’����wss1mutSIM1/SIM2, delDBD), se Smt3p (wss1mutVIM/SHP, 

delDBD) nebo s DNA (wss1mutSIM1/SIM2/VIM/SHP���ä���������•�‘�•�„�‹�•�‘�˜�ƒ�•�±���˜�›�Ž�‘�—�«�‡�•�À���˜�æ�‡�…�Š���–�³�…�Š�–�‘���†�‘�•�±�•��

(wss1mutSIM1/SIM2/VIM/SHP, delDBD) vedlo k �’�‘�†�‘�„�•�±�•�—�� �ˆ�‡�•�‘�–�›�’�—�� �Œ�ƒ�•�‘�� �’�â�‹�� �•�‘�•�’�Ž�‡�•�‡�•�–�ƒ�…�‹��

�’�”�ž�œ�†�•�ý�•���˜�‡�•�–�‘�”�‡�•�ä�� 

���ž�Ž�‡�� �Ž�œ�‡�� �†�Ž�‡�� �˜�ý�•�Ž�‡�†�•�õ�� �„�‘�†�‘�˜�±�Š�‘�� �–�‡�•�–�—�� �•�‘�•�•�–�ƒ�–�‘�˜�ƒ�–�á�� ���‡�� �ƒ�«�•�‘�Ž�‹�˜�� �‹�•�ƒ�•�–�‹�˜�ƒ�…�‡�� �†�‘�•�±�•�›��

VIM nebo SI���t���«�ž�•�–�‡�«�•�³���œ�˜�”�ž�–�‹�Ž�›���•�‹�Ž�•�³���•�‡�‰�ƒ�–�‹�˜�•�À���†�õ�•�Ž�‡�†�‡�•���•�—�–�ƒ�…�‡�����s�s�x������viz kapitola 5.7), 

���ž�†�•�ž���œ���–�³�…�Š�–�‘���˜�ƒ�”�‹�ƒ�•�–���’�â�‡�•�–�‘���•�‡�•�‘�•�’�Ž�‡�•�‡�•�–�‘�˜�ƒ�Ž�ƒ���ˆ�‡�•�‘�–�›�’���•�‘�—�«�ƒ�•�•�±���œ�–�”�ž�–�› WSS1 a DDI1.  
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6 DISKUZE 

Metaloproteasa Wss1 z kvasinek Saccharamyces cerevisiae �Œ�‡�� �œ�ž�•�–�—�’�…�‡�� �•�‡�†�ž�˜�•�‘��

�‘�„�Œ�‡�˜�‡�•�±�� �‘�’�”�ƒ�˜�•�±�� �†�”�ž�Š�›�� �‘�œ�•�ƒ�«�‘�˜�ƒ�•�±�� �Œ�ƒ�•�‘�� �’�”�‘�–�‡�‘�Ž�›�–�‹�…�•�ž�� �‘�’�”�ƒ�˜�ƒ�� �������ä�� ���’�‘�Ž�‡�«�•�³�� �• �†�ƒ�Ž�æ�À�•�‹��

�•�‡�…�Š�ƒ�•�‹�•�•�›�� �œ�ƒ�Œ�‹�æ�ë�—�Œ�‡�� �–�ƒ�–�‘�� �†�”�ž�Š�ƒ�� �„�—�•�³�«�•�‘�—�� �‘�†�’�‘�˜�³�®�� �•�ƒ�� �’�â�À�–�‘�•�•�‘�•�–�� �’�”�‘�–�‡�‹�•�õ�� �•�‘�˜�ƒ�Ž�‡�•�–�•�³��

�œ�ƒ�…�Š�›�…�‡�•�ý�…�Š���•�ƒ���������á���•�–�‡�”�±���„�”�ž�•�À���’�‘�•�–�—�’�—���”�‡�’�Ž�‹�•�ƒ�«�•�À�…�Š���˜�‹�†�Ž�‹�«�‡�•�ä�� 

���‘�Ž�‡�� �’�”�‘�–�‡�ƒ�•�›�� ���•�•�s�� �•�’�‘�«�À�˜�ž�� �˜ �†�‡�‰�”�ƒ�†�ƒ�…�‹�� �’�”�‘�–�‡�‹�•�‘�˜�±�� �«�ž�•�–�‹�� �������á�� �•�ƒ�«�‡���� �œ�õ�•�–�ž�˜�ž�� �•�ƒ��

�������� �•�ƒ�˜�ž�œ�ž�•�� �’�‘�—�œ�‡�� �•�ƒ�Ž�ý�� �’�‡�’�–�‹�†�‘�˜�ý�� �œ�„�›�–�‡�•�á�� �Œ�‡�Š�‘���� �‘�†�•�–�”�ƒ�•�³�•�À�� �Œ�‡�� �†�ž�Ž�‡�� �œ�ƒ�Œ�‹�æ�–�³�•�‘�� �‘�•�–�ƒ�–�•�À�•�‹ 

�‘�’�”�ƒ�˜�•�ý�•�‹�� �•�‡�…�Š�ƒ�•�‹�•�•�›�á�� �’�‘�’�â�À�’�ƒ�†�³�� �Œ�‡�� �Œ�‡�Š�‘�� �’�â�À�–�‘�•�•�‘�•�–�� �–�‘�Ž�‡�”�‘�˜�ž�•�ƒ�� �–�”�ƒ�•�•�Ž�‡�•�•�À�•�‹��

polymerasa�•�‹�ä�����•�–�‹�˜�‹�–�ƒ�����•�•�s�’���Œ�‡���‘�˜�Ž�‹�˜�•�³�•�ƒ���˜�ƒ�œ�„�‘�—���•�ƒ�����������‹���‹�•�–�‡�”�ƒ�•�…�‡�•�‹���• proteiny Cdc48 

�ƒ�� ���������� �’�”�‘�–�‡�‹�•�‡�•�� ���•�–�u�ä�� ���‘�•�ƒ�˜�ƒ�†�•�À�� �˜�ý�•�Ž�‡�†�•�›�� �•�–�—�†�‹�À�� �‘�˜�æ�‡�•�� �•�ƒ�œ�•�ƒ�«�—�Œ�À�á�� ���‡�� �•�‡�œ�„�›�–�•�‘�•�–��

�‹�•�–�‡�”�ƒ�•�…�À���• t�³�•�‹�–�‘���’�”�‘�–�‡�‹�•�›���•�‡���Ž�‹�æ�À���˜ �œ�ž�˜�‹�•�Ž�‘�•�–�‹���•�ƒ���†�ƒ�•�ý�…�Š���’�‘�†�•�À�•�•�ž�…�Š��(Stingele et al. 2014, 

Balakirev et al. 2015). 

���ƒ�Ž�æ�À�� �•�˜�ƒ�•�‹�•�•�‘�˜�‘�—�� �’�”�‘�–�‡�ƒ�•�‘�—�á�� �•�–�‡�”�ž�� �•�‡�� �ï�«�ƒ�•�–�•�À�� �„�—�•�³�«�•�±�� �‘�†�’�‘�˜�³�†�‹�� �•�ƒ�� �’�‘�æ�•�‘�œ�‡�•�À��

���������ƒ���•�‘�•�–�”�‘�Ž�›���„�—�•�³�«�•�±�Š�‘���…�›�•�Ž�—���Œ�‡���ƒ�•�’�ƒ�”�–�ž�–�‘�˜�ž���’�”�‘�–�‡�ƒ�•�ƒ�����†�‹�s�������À�ƒ�œ-���ƒ�”�–�À�•�‡�œ��et al. 2006), 

�Œ�‡�Œ�À���� �Š�‘�•�‘�Ž�‘�‰�›�� �•�ƒ�Œ�†�‡�•�‡�� �˜�‡�� �˜�æ�‡�…�Š�� �‡�—�•�ƒ�”�›�‘�–�‹�…�•�ý�…�Š�� �‘�”�‰�ƒ�•�‹�•�•�‡�…�Š�ä�� ���š�’�”�‡�•�‡�� ���†�‹�s�’�� �Œ�‡��

�‹�•�†�—�•�‘�˜�ž�•�ƒ���†�”�ƒ�Š�ƒ�•�‹���•�‹�‰�•�ƒ�Ž�‹�œ�—�Œ�À�…�À�•�‹���’�‘�æ�•�‘�œ�‡�•�À����������(Zhu & Xiao 1998), �’�â�‹�«�‡�•�������†�‹�s�’���•�‡��

�ï�«�ƒ�•�–�•�À�� �—�„�‹�“�—�‹�–�‹�•-�’�”�‘�–�‡�ƒ�•�‘�•�ž�Ž�•�À�� �†�‡�‰�”�ƒ�†�ƒ�…�‡�� �Œ�ƒ�•�‘�� �”�‡�…�‡�’�–�‘�”�� �œ�ƒ�Œ�‹�æ�ë�—�Œ�À�…�À�� �˜�ƒ�œ�„�—��

ubikvit �‹�•�‘�˜�ƒ�•�±�Š�‘�� �•�—�„�•�–�”�ž�–�—�� �ƒ�� �s�{���� �’�‘�†�Œ�‡�†�•�‘�–�•�›�� �’�”�‘�–�‡�ƒ�•�‘�•�—��(Saeki et al. 2002)�ä�� ���’�‘�Ž�‡�«�•�³��

s ���ƒ�†�t�u�’���•�–�ƒ�„�‹�Ž�‹�œ�—�Œ�À���•�‹�–�‘�–�‹�…�•�ý���•�‘�•�–�”�‘�Ž�•�À���’�”�‘�–�‡�‹�•�����†�•�s�’�á���«�À�•�����œ�ƒ�„�”�ƒ�Ò�—�Œ�À���Œ�‡�Š�‘���†�‡�‰�”�ƒ�†�ƒ�…�‹�á���Œ�‡�•����

�Œ�‡���Œ�‹�•�ƒ�•�� �œ�ƒ�’�‘�–�â�‡�„�À���’�”�‘�� �’�‘�•�–�—�’�� �˜�� �„�—�•�³�«�•�±�•�� �…�›�•�Ž�—��(Clarke et al. 2001, Gabriely et al. 2008). 

���†�‹�s�’�� �†�ž�Ž�‡�� �œ�ƒ�Œ�‹�æ�ë�—�Œ�‡�� �’�”�‘�–�‡�ƒ�•�‘�•�ž�Ž�•�À�� �†�‡�‰�”�ƒ�†�ƒ�…�‹�� ������ �‡�•�†�‘�•�—�•�Ž�‡�ƒ�•�›��(Kaplun et al. 2005) a 

proteinu Ufo1 (Ivantsiv et al. 2006, Gomez et al. 2011)�ä�� ���†�‹�s�’�� �–�±���� �ˆ�—�•�‰�—�Œ�‡�� �Œ�ƒ�•�‘�� �•�‡�‰�ƒ�–�‹�˜�•�À��

�”�‡�‰�—�Ž�ž�–�‘�”���‡�š�‘�…�›�–�×�œ�›���•�•�”�œ�‡���˜�›�˜�ƒ�œ�‘�˜�ž�•�À���������������’�”�‘�–�‡�‹�•�õ��(Marash & Gerst 2003, Gabriely et 

al. 2008)�ä�� ���”�‘�–�‡�‘�Ž�›�–�‹�…�•�ž�� �ƒ�•�–�‹�˜�‹�–�ƒ�� ���†�‹�s�’�� �„�›�Ž�ƒ�� �†�‘�’�‘�•�—�†�� �’�”�‘�•�ž�œ�ž�•�ƒ�� �’�‘�—�œ�‡���•�‡�’�â�À�•�‘��(Gabriely 

et al. 2008, White et al. 2011)�ä�� ���›�Ž�‘�� �‘�˜�æ�‡�•�� �‘�„�Œ�‡�˜�‡�•�‘�á�� ���‡�� �Š�‘�•�‘�Ž�‘�‰�›�� ���†�‹�s�’�� �˜ �Ž�‹�†�•�•�ý�…�Š��

�„�—�Ò�•�ž�…�Š�� �ƒ�� �˜ �„�—�Ò�•�ž�…�Š��C. elegans�á�� �œ�ƒ�Œ�‹�æ�ë�—�Œ�À�� �æ�–�³�’�‡�•�À�� �ƒ�� �ƒ�•�–�‹�˜�ƒ�…�‹�� �–�”�ƒ�•�•�•�”�‹�’�«�•�À�Š�‘��faktoru NRF1, 

�•�–�‡�”�ý�� �Œ�‡�� �†�ž�Ž�‡�� �’�â�‡�•�‡�•�‡�•�� �†�‘�� �Œ�ž�†�”�ƒ�á�� �•�†�‡�� �ƒ�•�–�‹�˜�—�Œ�‡�� �•�›�•�–�±�œ�—�� �’�”�‘�–�‡�ƒ�•�‘�•�ž�Ž�•�À�…�Š�� �’�‘�†�Œ�‡�†�•�‘�–�‡�•��

(Koizumi et al. 2016, Lehrbach & Ruvkun 2016). ���‘�—�«�ƒ�•�•�ž���œ�–�”�ž�–�ƒ���‘�„�‘�—���‰�‡�•�õ��WSS1 a DDI1 

�˜�›�•�ƒ�œ�—�Œ�‡�� �˜�� �•�˜�ƒ�•�‹�•�•�‘�˜�ý�…�Š�� �„�—�Ò�•�ž�…�Š��syntetick�‘�—�� �‹�•�–�‡�”�ƒ�•�…�‹�� �•�•�‹���—�Œ�À�…�À�� ���‹�˜�‘�–�ƒ�•�…�Š�‘�’nost 

(Costanzo et al. 2016). ���ý�•�Ž�‡�†�•�›���œ�À�•�•�ƒ�•�±���˜ �Ž�ƒ�„�‘�”�ƒ�–�‘�â�‹���æ�•�‘�Ž�‹�–�‡�Ž�•�›���†�ž�Ž�‡���’�”�‘�•�ƒ�œ�—�Œ�À�á�����‡���•�‡���–�‡�•�–�‘��

�‡�ˆ�‡�•�–�� �Œ�‡�æ�–�³�� �˜�ý�”�ƒ�œ�•�³�� �œ�‡�•�‹�Ž�—�Œ�‡�� �’�õ�•�‘�„�‡�•�À�•�� �‰�‡�•�‘�–�‘�š�‹�…�•�±�� �Š�›�†�”�‘�š�›�•�‘�«�‘�˜�‹�•�› (Svoboda et al. 

�t�r�s�{�á�� �˜�ý�•�Ž�‡�†�•�›�� �˜ �”�‡�…�‡�•�œ�•�À�•�� �â�À�œ�‡�•�À���ä�� �
�‡�� �œ�•�ž�•�‘�á�� ���‡�� ������ �‹�•�Š�‹�„�—�Œ�‡�� �«�‹�•�•�‘�•�–�� �”�‹�„�‘�•�—�•�Ž�‡�‘�–�‹�†-

�”�‡�†�—�•�–�ƒ�•�›�á���…�‘�����œ�’�õ�•�‘�„�—�Œ�‡���•�‡�†�‘�•�–�ƒ�–�‡�•���†�������á���•�˜�õ�Ž�‹���«�‡�•�—�����†�‘�…�Š�ž�œ�À���•���œ�ƒ�•�–�ƒ�˜�‡�•�À���”�‡�’�Ž�‹�•�ƒ�«�•�À�Š�‘��

�ƒ�’�ƒ�”�ž�–�—�ä�������•�‘�•�‡�«�•�±�•���†�õ�•�Ž�‡�†�•�—���–�ƒ�•���������œ�ƒ�•�–�ƒ�˜�—�Œ�‡���„�—�Ò�•�›���˜ S-�ˆ�ž�œ�‹���„�—�•�³�«�•�±�Š�‘���…�›�•�Ž�—�ä  
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���ý�•�Ž�‡�†�•�›�� �‡�š�’�‡�”�‹�•�‡�•�–�õ�� �œ�� �Ž�ƒ�„�‘�”�ƒ�–�‘�â�‡�� �æ�•�‘�Ž�‹�–�‡�Ž�•�›�� �†�ž�Ž�‡�� �’�”�‘�•�ƒ�œ�—�Œ�À�á�� ���‡�� �’�‘�œ�‘�”�‘�˜�ƒ�•�ý��

�ˆ�‡�•�‘�–�›�’���•�‘�—�«�ƒ�•�•�±���œ�–�”�ž�–�›���‰�‡�•�õ��WSS1 a DDI1 �Ž�œ�‡���œ�ƒ�…�Š�”�ž�•�‹�–���•�ƒ�†�’�”�‘�†�—�•�…�À���’�”�‘�–�‡�‹�•�—�����†�‹�s�á���ƒ�˜�æ�ƒ�•��

�Œ�‡�Š�‘�� �ˆ�—�•�•�…�‡�� �Œ�‡�� �œ�ž�˜�‹�•�Ž�ž�� �•�ƒ�� �’�”�‘�–�‡�‘�Ž�›�–�‹�…�•�±�� �ƒ�•�–�‹�˜�‹�–�³�� �������� �†�‘�•�±�•�›�� �ƒ�� �’�â�À�–�‘�•�•�‘�•�–�‹�� �������� �†�‘�•�±�•�›��

(Svoboda et al. �t�r�s�{�á���˜�ý�•�Ž�‡�†�•�›���˜ �”�‡�…�‡�•�œ�•�À�•���â�À�œ�‡�•�À���ä�����›�˜�•�–�ž�˜�ž���–�ƒ�•���‘�–�ž�œ�•�ƒ�á���Œ�ƒ�•�‘�—���ï�Ž�‘�Š�—���•�ž���œ�ƒ��

�–�³�…�Š�–�‘���’�‘�†�•�À�•�‡�•���’�”�‘�–�‡�‹�•�����•�•�s�á���œ�†�ƒ���Ž�œ�‡���Œ�‡�Š�‘���•�ƒ�†�’�”�‘�†�—�•�…�À���œ�ƒ�…�Š�”�ž�•�‹�–���’�‘�œ�‘�”�‘�˜�ƒ�•�ý���ˆ�‡�•�‘�–�›�’, a 

�•�–�‡�”�±���†�‘�•�±�•�›�����•�•�s�’���Œ�•�‘�—���’�”�‘���Œ�‡�Š�‘���ˆ�—�•�•�…�‹���˜ �†�ƒ�•�±���•�‹�–�—�ƒ�…�‹���•�‡�œ�„�›�–�•�±�ä 

���� �’�”�˜�•�À�� �ˆ�ž�œ�À�� �–�‘�Š�‘�–�‘�� �’�”�‘�Œ�‡�•�–�—�� �„�›�Ž�›�� �’�”�‘�–�‘�� �’�â�‹�’�”�ƒ�˜�‡�•�›�� �’�Ž�ƒ�•�•�‹�†�‘�˜�±�� �•�‘�•�•�–�”�—�•�–�›��

s �˜�Ž�‘���‡�•�ý�•�� �‰�‡�•�‡�•��WSS1 �•�‡�„�‘�� �Œ�‡�Š�‘�� �˜�Š�‘�†�•�³�� �—�’�”�ƒ�˜�‡�•�ý�•�‹�� �˜�ƒ�”�‹�ƒ�•�–�ƒ�•�‹�� �• �‹�•�ƒ�•�–�‹�˜�‘�˜�ƒ�•�ý�•�‹�� �«�‹��

�†�‡�Ž�‡�–�‘�˜�ƒ�•�ý�•�‹�� �‹�•�–�‡�”�ƒ�•�«�•�À�•�‹�� �†�‘�•�±�•�ƒ�•�‹�ä�� ���”�‘�� �‘�˜�³�â�‡�•�À�� �˜�Ž�‹�˜�—�� �’�”�‘�–�‡�‘�Ž�›�–�‹�…�•�±�� �ƒ�•�–�‹�˜�‹�–�›�� �•�ƒ�� �ˆ�—�•�•�…�‹��

���•�•�s�’���„�›�Ž�ƒ���•�‡�Œ�’�”�˜�‡���’�â�‹�’�”�ƒ�˜�‡�•�ƒ���’�”�‘�–�‡�‘�Ž�›�–�‹�…�•�›���•�‡�ƒ�•�–�‹�˜�•�À���˜�ƒ�”�‹�ƒ�•�–�ƒ��wss1E116Q�ä�����ƒ���•�‘�•�…�‡���‰�‡�•�õ��

WSS1 a wss1E116Q �„�›�Ž�›�� �’�‘�–�±�� �˜�‡�� �†�˜�‘�—�� �•�”�‘�…�À�…�Š�� �•�Ž�‘�•�‘�˜�ž�•�›�� �•�’�‡�…�‹�ˆ�‹�…�•�±�� �”�‡�•�‘�•�„�‹�•�ƒ�«�•�À�� �•�‡�•�˜�‡�•�…�‡��

attB�á�� �†�À�•�›�� �•�–�‡�”�ý�•�� �„�›�Ž�‘�� �•�‘���•�±�� �˜�›�—���À�–�� �–�‡�…�Š�•�‘�Ž�‘�‰�‹�‹�� �
�ƒ�–�‡�™�ƒ�›�:�� �’�”�‘�� �’�â�À�’�”�ƒ�˜�—�� �’�Ž�ƒ�•�•�‹�†�‘�˜�ý�…�Š��

�•�‘�•�•�–�”�—�•�–�õ�ä�� �
�‡�•�›��WSS1 a wss1E116Q byly po�•�‘�…�À�� �•�À�•�–�•�³�� �•�’�‡�…�‹�ˆ�‹�…�•�±�� �”�‡�•�‘�•�„�‹�•�ƒ�«�•�À�� �”�‡�ƒ�•�…�‡��

�•�‡�Œ�’�”�˜�‡�� �’�â�‡�•�‡�•�‡�•�›�� �†�‘�� �’�‘�•�‘�…�•�ý�…�Š�� �˜�‡�•�–�‘�”�õ�� �’���������t�t�s�ä�� ���”�‘�� �’�‘�œ�†�³�Œ�æ�À�� �‘�˜�³�â�‡�•�À�� �‡�š�’�”�‡�•�‡��

v �•�˜�ƒ�•�‹�•�•�‘�˜�ý�…�Š���„�—�Ò�•�ž�…�Š���„�›�Ž�ƒ���•�ƒ���•�‘�•�…�‡���’�â�‡�•�‡�•�‡�•�ý�…�Š��WSS1 a wss1E116Q �•�Ž�‘�•�‘�˜�ž�•�ƒ���•�‡�•�˜�‡�•�…�‡��

pro HA-�ƒ�ˆ�‹�•�‹�–�•�À�� �œ�•�ƒ�«�•�—�ä�� ���‘�•�’�Ž�‹�•�ƒ�…�‡�� �’�â�‹�� �•�Ž�‘�•�‘�˜�ž�•�À�� �–�±�–�‘�� �•�‡�•�˜�‡�•�…�‡�� �˜ �’�‘�†�‘�„�³�� �â�ƒ�†�›��

�•�‡�•�’�‡�…�‹�ˆ�‹�…�•�ý�…�Š�� �’�”�‘�†�—�•�–�õ�� �„�›�Ž�ƒ�� �’�”�ƒ�˜�†�³�’�‘�†�‘�„�•�³�� �œ�ƒ�’�â�À�«�‹�•�³�•�ƒ�� �†�±�Ž�•�‘�—�� �ƒ�� �•�–�”�—�•�–�—�”�‘�—��

�’�â�‹�’�”�ƒ�˜�‡�•�ý�…�Š�� �•�—�–�ƒ�«�•�À�…�Š�� �’�”�‹�•�‡�”�õ�á�� �•�˜�õ�Ž�‹�� �«�‡�•�—���� �•�‡�•�’�‡�…�‹�ˆ�‹�…�•�›�� �•�ƒ�•�‡�†�ƒ�Ž�›�� �•�ƒ�� �˜�À�…�‡�� �•�À�•�–��

�–�‡�•�’�Ž�ž�–�‘�˜�±���������ä�� 

�����•�‘�•�•�–�”�—�•�–�õ���•�‡�•�‘�—�…�À�…�Š��HA-WSS1 a HA-wss1E116Q byly postupn�³��� ̃�•�³�•�‘�Ž�‹�•�ƒ���•�”�‘�…�À�…�Š��

�’�â�‹�’�”�ƒ�˜�‡�•�›�� �†�ƒ�Ž�æ�À�� �˜�ƒ�”�‹�ƒ�•�–�›�á�� �Œ�‡���� �•�³�Ž�›�� �Œ�‡�†�•�‘�–�Ž�‹�˜�³�á�� �«�‹�� �˜ �”�õ�œ�•�ý�…�Š�� �•�‘�•�„�‹�•�ƒ�…�À�…�Š�á�� �‹�•�ƒ�•�–�‹�˜�‘�˜�ž�•�›�� �ƒ��

�†�‡�Ž�‡�–�‘�˜�ž�•�›�� �‹�•�–�‡�”�ƒ�•�«�•�À�� �†�‘�•�±�•�›�� �������á�� �������á�� �������á�� �������á�� �������s�� �ƒ�� �������t�ä�� ���ž�•�Ž�‡�†�•�³�� �„�›�Ž�›��

�’�‘���ƒ�†�‘�˜�ƒ�•�±���˜�ƒ�”�‹�ƒ�•�–�›���”�‡�•�‘�•�„�‹�•�ƒ�«�•�³���’�â�‡�•�‡�•�‡�•�›���œ �˜�‡�•�–�‘�”�õ���’���������t�t�s���†�‘���ˆ�‹�•�ž�Ž�•�À�…�Š���˜�‡�•�–�‘�”�õ��

pAG416GPD-�…�…�†�����—�•�‘���Ò�—�Œ�À�…�À���Œ�‡�Œ�‹�…�Š���’�”�‘�†�—�•�…�‹���˜ �•�˜�ƒ�•�‹�•�•�‘�˜�ý�…�Š���„�—�Ò�•�ž�…�Š�ä�� 

���³�Š�‡�•�� �–�”�ƒ�•�•�ˆ�‘�”�•�ƒ�…�‡�� �•�˜�ƒ�•�‹�•�•�‘�˜�ý�…�Š�� �•�•�‡�•�õ�� �’�â�‹�’�”�ƒ�˜�‡�•�ý�•�‹�� �•�‘�•�•�–�”�—�•�–�›�� �„�›�Ž�‘��

�’�‘�œ�‘�”�‘�˜�ž�•�‘�á�� ���‡�� �„�—�Ò�•�›�� �’�‘�•�–�”�ž�†�ƒ�Œ�À�…�À�…�Š�� �•�‘�—�«�ƒ�•�•�³�� �‰�‡�•�›��WSS1 i DDI1 ���•�•�‡�•�� �«�ä�� �y�� �ƒ�� �z����

vykazovaly po komplementaci kat�ƒ�Ž�›�–�‹�…�•�›�� �‹�•�ƒ�•�–�‹�˜�•�À�� �˜�ƒ�”�‹�ƒ�•�–�‘�—��wss1E116Q �Ž�‡�–�ž�Ž�•�À�� �ˆ�‡�•�‘�–�›�’�ä��

���›�˜�•�–�ƒ�Ž�ƒ�� �–�ƒ�•�� �‘�–�ž�œ�•�ƒ�á�� �œ�†�ƒ�� �Œ�‡�� �–�‡�•�–�‘�� �’�‘�œ�‘�”�‘�˜�ƒ�•�ý�� �ˆ�‡�•�‘�–�›�’�� �†�õ�•�Ž�‡�†�•�‡�•�� �•�‡�œ�ƒ�•�ý�æ�Ž�‡�•�±�� �•�—�–�ƒ�…�‡�á��

�‹�•�ƒ�•�–�‹�˜�—�Œ�À�…�À���•�‡�Ž�‡�•�«�•�À���‰�‡�•���������u�á���«�‹���æ�’�ƒ�–�•�³���’�”�‘�˜�‡�†�‡�•�±���–�”�ƒ�•�•�ˆ�‘�”�•�ƒ�…�‡�ä�����„�³���–�›�–�‘���•�‘���•�‘�•�–�‹���„�›�Ž�›��

�ƒ�Ž�‡�� �˜�›�Ž�‘�—�«�‡�•�›�� �˜�À�…�‡�•�ž�•�‘�„�•�ý�•�� �‘�’�ƒ�•�‘�˜�ž�•�À�•�� �’�â�À�’�”�ƒ�˜�›�� �†�ƒ�•�±�Š�‘�� �•�‘�•�•�–�”�—�•�–�—�� �ƒ�� �‘�’�³�–�‘�˜�•�‘�—��

�–�”�ƒ�•�•�ˆ�‘�”�•�ƒ�…�À�á�� �•�†�›�� �„�›�Ž�� �’�‘�œ�‘�”�‘�˜�ž�•�� �•�–�ž�Ž�‡�� �•�–�‡�Œ�•�ý�� �˜�ý�•�Ž�‡�†�‡�•�ä�� ���”�‘�� �‘�˜�³�â�‡�•�À�á�� �œ�†�ƒ�� �Œ�‡�� �’�‘�œ�‘�”�‘�˜�ƒ�•�ý��

�ˆ�‡�•�‘�–�›�’���œ�ƒ�’�â�À�«�‹�•�³�•���’�”�‘�†�—�•�…�À���’�”�‘�–�‡�‹�•�—�����•�•�sE116Q, byly geny WSS1 a wss1E116Q �’�â�‡�•�‡�•�‡�•�›���†�‘��

vektoru pAG416GAL-�…�…�†���� �’�‘�†�� �‹�•�†�—�•�«�•�À�� �’�”�‘�•�‘�–�‘�”�� �
�����s�ä�� ���ý�•�Ž�‡�†�•�›�� �•�‘�•�’�Ž�‡�•�‡�•�–�ƒ�«�•�À�…�Š��

�–�‡�•�–�õ�� �’�ƒ�•�� �—�•�ƒ�œ�—�Œ�À�á�� ���‡�� �˜ �’�â�À�’�ƒ�†�³�á�� �•�†�›�� �‡�š�’�”�‡�•�‡��wss1E116Q �•�‡�„�›�Ž�ƒ�� �‹�•�†�—�•�‘�˜�ž�•�ƒ�á�� �˜�›�•�ƒ�œ�‘�˜�ƒ�Ž�›��

�•�—�–�ƒ�•�–�•�À�� �„�—�Ò�•�›�� �„�‡�œ��WSS1 i DDI1 �•�‘�”�•�ž�Ž�•�À�� �”�õ�•�–�ä�� ���•�†�—�•�…�‡�� �‡�š�’�”�‡�•�‡��wss1E116Q �‘�˜�æ�‡�•�� �‘�’�³�–��

�œ�’�õ�•�‘�„�‘�˜�ƒ�Ž�ƒ�� �Œ�‹���� �’�‘�œ�‘�”�‘�˜�ƒ�•�ý�� �Ž�‡�–�ž�Ž�•�À�� �ˆ�‡�•�‘�–�›�’�ä�� �
�‡�� �–�‡�†�›�� �’�ƒ�–�”�•�±�á�� ���‡�� �•�ƒ�� �”�‘�œ�†�À�Ž�� �‘�†�� �•�‹�–�—�ƒ�…�‡�á�� �•�†�›��
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���•�•�s�’�� �•�‡�•�À�� �˜�õ�„�‡�…�� �’�”�‘�†�—�•�‘�˜�ž�•�á�� �œ�’�õ�•�‘�„�—�Œ�‡�� �•�ƒ�†�’�”�‘�†�—�•�…�‡�� �•�ƒ�–�ƒ�Ž�›�–�‹�…�•�›�� �‹�•�ƒ�•�–�‹�˜�•�À�� �˜�ƒ�”�‹�ƒ�•�–�›��

Wss1E116Qp v �•�˜�ƒ�•�‹�•�•�‘�˜�ý�…�Š�� �„�—�Ò�•�ž�…�Š�� �’�‘�•�–�”�ž�†�ƒ�Œ�À�…�À�…�Š��WSS1 a DDI1 �˜�ý�”�ƒ�œ�•�±�� �•�•�À���‡�•�À��

���‹�˜�‘�–�ƒ�•�…�Š�‘�’�•�‘�•�–�‹�á�� �ƒ�•�‹���� �„�›�� �„�›�Ž�›�� �–�›�–�‘�� �„�—�Ò�•�›�� �˜�›�•�–�ƒ�˜�‡�•�›�� �‰�‡�•�‘�–�‘�š�‹�…�•�±�•�—�� �’�õ�•�‘�„�‡�•�À�� �����ä��

���‘�†�‘�„�•�±�� �˜�ý�•�Ž�‡�†�•�›�� �„�›�Ž�›�� �’�‘�œ�‘�”�‘�˜�ž�•�›�� �‹�� �˜�‡�� �•�–�—�†�‹�‹��(Balakirev et al. 2015). Nadprodukce 

�•�ƒ�–�ƒ�Ž�›�–�‹�…�•�›�� �‹�•�ƒ�•�–�‹�˜�•�À�� �˜�ƒ�”�‹�ƒ�•�–�›�� ���•�•�s�’�á�� �•�–�‡�”�ž�� �„�›�Ž�ƒ�� �˜ �–�‘�•�–�‘�� �’�â�À�’�ƒ�†�³�� �ƒ�Ž�‡�� �–�˜�‘�â�‡�•�ƒ�� �•�—�–�ƒ�…�‡�•�‹��

H115N �ƒ�� ���s�s�x���á�� �—�•�‘�…�Ò�‘�˜�ƒ�Ž�ƒ�� �— �„�—�•�³�•��S. cerevisiae fenotyp �•�‘�—�«�ƒ�•�•�±�� �œ�–�”�ž�–�›��WSS1 a TDP1, 

�•�–�‡�”�ý�� �•�‡�� �’�”�‘�Œ�‡�˜�‘�˜�ƒ�Ž poruchami v �”�õ�•�–�—�á�� �Š�”�‘�•�ƒ�†�³�•�À�•�� �•�—�•�‘�›�Ž�‘�˜�ƒ�•�ý�…�Š�� ���‘�’�s�’�� �ƒ�� �†�ƒ�Ž�æ�À�…�Š��

�•�—�•�‘�›�Ž�‘�˜�ƒ�•�ý�…�Š�� �’�”�‘�–�‡�‹�•�õ�� �•�ƒ�˜�ž�œ�ƒ�•�ý�…�Š�� �•�ƒ�� �������ä�� ���‘�œ�‘�”�‘�˜�ƒ�•�ý�� �†�‘�’�ƒ�†�� �•�ƒ�†�’�”�‘�†�—�•�…�‡�� �’�”�‘�–�‡�‹�•�—��

Wss1H115N, E116K �•�ƒ�� ���‹�˜�‘�–�ƒ�•�…�Š�‘�’�•�‘�•�–�� �•�—�–�ƒ�•�–�•�À�…�Š�� �„�—�•�³�•�� �„�‡�œ��WSS1 a TDP1 �‘�˜�æ�‡�•�� �•�‡�„�›�Ž�� �–�ƒ�•��

�˜�ý�”�ƒ�œ�•�ý�á���Œ�ƒ�•�‘���˜���’�â�À�’�ƒ�†�³���•�ƒ�†�’�”�‘�†�—�•�…�‡�����•�•�sE116Qp v �•�—�–�ƒ�•�–�•�À�…�Š���„�—�Ò�•�ž�…�Š���„�‡�œ��WSS1 a DDI1. 

���ƒ�˜�À�…�á�� �„�—�Ò�•�›�� �’�‘�•�–�”�ž�†�ƒ�Œ�À�…�À�� �’�‘�—�œ�‡��WSS1 nevykazovaly po komplementaci wss1E116Q ���ž�†�•�±��

�’�”�‘�„�Ž�±�•�›���• vitalito �—�á���…�‘�����•�ƒ�œ�•�ƒ�«�—�Œ�‡�á�����‡���’�‘�œ�‘�”�‘�˜�ƒ�•�ý���Ž�‡�–�ž�Ž�•�À���ˆ�‡�•�‘�–�›�’���•�‡�•�À���†�õ�•�Ž�‡�†�•�‡�•���’�”�‘�•�–�±��

nadprodukce Wss1E116Q�’�á���ƒ�Ž�‡�����‡���Œ�‡���œ�†�‡���•�Ž�À�«�‘�˜�ž���‹���•�‘�—�«�ƒ�•�•�ž���ƒ�„�•�‡�•�…�‡��DDI1�ä�������›�–�‘���˜�ý�•�Ž�‡�†�•�›���–�ƒ�•��

�’�‘�—�•�ƒ�œ�—�Œ�À�� �•�ƒ�� �’�â�À�•�ý�� �•�‡�„�‘�� �•�‡�’�â�À�•�ý�� �˜�Ž�‹�˜�� �•�‡�œ�‹��DDI1 a WSS1�á�� �•�†�›�� �Œ�‡�� ���†�‹�s�’�� �•�…�Š�‘�’�‡�•�� �’�‘�–�Ž�ƒ�«�‹�–��

efekt nadprodukce Wss1E116Qp.  

K �‘�„�Œ�ƒ�•�•�³�•�À�� �˜�œ�ž�Œ�‡�•�•�±�Š�‘�� �˜�œ�–�ƒ�Š�—�� �’�”�‘�–�‡�‹�•�—��DDI1 a WSS1 �„�›�� �„�›�Ž�‘�� �˜�Š�‘�†�•�±�� �’�”�‘�˜�±�•�–��

�‡�š�’�‡�”�‹�•�‡�•�–�á�� �’�â�‹�� �•�–�‡�”�±�•�� �„�›�� �„�›�Ž�›�� �•�˜�ƒ�•�‹�•�•�‘�˜�±�� �„�—�Ò�•�›�� �’�‘�•�–�”�ž�†�ƒ�Œ�À�…�À��DDI1 a WSS1 �•�‘�—�„�³���•�³��

�–�”�ƒ�•�•�ˆ�‘�”�•�‘�˜�ž�•�›�� �†�˜�³�•�ƒ�� �‹�•�†�—�…�‹�„�‹�Ž�•�À�•�‹�� �˜�‡�•�–�‘�”�›�ã�� �’�”�˜�•�À�� �„�›�� �•�‡�•�Ž�� �‰�‡�•��HA-wss1E116Q, druh�ý�� �’�ƒ�•��

�•�ƒ�–�ƒ�Ž�›�–�‹�…�•�›�� �ƒ�•�–�‹�˜�•�À�� �•�‡�„�‘�� �•�‡�ƒ�•�–�‹�˜�•�À�� �˜�ƒ�”�‹�ƒ�•�–�—��DDI1, �‘�’�ƒ�–�â�‡�•�‘�—�� �Œ�‹�•�‘�—�� �œ�•�ƒ�«�•�‘�—�ä�� ���‘�� �ï�˜�‘�†�•�À�•��

�•�ž�”�õ�•�–�—�� �•�˜�ƒ�•�‹�•�•�‘�˜�ý�…�Š�� �„�—�•�³�•�� �„�›�� �„�›�Ž�ƒ�� �•�‡�Œ�’�”�˜�‡�� �‹�•�†�—�•�‘�˜�ž�•�ƒ�� �‡�š�’�”�‡�•�‡��HA-wss1E116Q 

�˜�›�˜�‘�Ž�ž�˜�ƒ�Œ�À�…�À�� �•�•�À���‡�•�À�� ���‹�˜�‘�–�ƒ�•�…�Š�‘�’�•�‘�•�–�‹�ä�� ���‘�� �˜�Š�‘�†�•�³�� �†�Ž�‘�—�Š�±�•�� �«�ƒ�•�‘�˜�±�•�� �‘�†�•�–�—�’�—�� �•�‡�œ�„�›�–�•�±�•��

pro pr�‘�†�—�•�…�‹�� �˜�ý�œ�•�ƒ�•�•�±�Š�‘�� �•�•�‘���•�–�˜�À�� ���•�•�sE116Q�’�� �„�›�� �„�›�Ž�ƒ�� �‹�•�†�—�•�‘�˜�ž�•�ƒ�� �‡�š�’�”�‡�•�‡�� �˜�›�„�”�ƒ�•�±��

varianty DDI1 z �†�”�—�Š�±�Š�‘���’�Ž�ƒ�•�•�‹�†�—. ���ƒ�•�Ž�‹���‡���„�›���• �œ�ž�…�Š�”�ƒ�•�³���Ž�‡�–�ž�Ž�•�À�Š�‘���ˆ�‡�•�‘�–�›�’�—���œ�’�õ�•�‘�„�‡�•�±�Š�‘��

�•�ƒ�†�’�”�‘�†�—�•�…�À�� ���•�•�sE116Q�’�� �•�–�ƒ�«�‹�Ž�ƒ�� �‹�•�ƒ�•�–�‹�˜�•�À�� �˜�ƒ�”�‹�ƒ�•�–�ƒ��DDI1�á�� �œ�•�ƒ�•�‡�•�ƒ�Ž�‘�� �„�›�� �–�‘�á�� ���‡�� ���†�‹�s�’��

�•�‡�˜�›���ƒ�†�—�Œ�‡���’�”�‘ svou funkci v �†�ƒ�•�±���•�‹�–�—�ƒ�…�‹���•�ƒ�–�ƒ�Ž�›�–�‹�…�•�‘�—���ƒ�•�–�‹�˜�‹�–�—�ä�����‘�—�«�ƒ�•�•�³���„�›���„�›�Ž�‘���˜�Š�‘�†�•�±��

sledovat, zda v �–�³�…�Š�–�‘�� �„�—�Ò�•�ž�…�Š�� �†�‘�…�Š�ž�œ�À�� �• �’�‘�•�–�—�’�•�±�•�—�� �‘�†�•�–�”�ƒ�Ò�‘�˜�ž�•�À�� �’�”�‘�†�—�•�‘�˜�ƒ�•�ý�…�Š��

Wss1E116Qp. 

�
�‡�� �œ�•�ž�•�‘�á�� ���‡�� �˜ �’�â�À�–�‘�•�•�‘�•�–�‹�� �������� ���•�•�s�’�� �’�”�‘�–�‡�‘�Ž�›�–�‹�…�•�›�� �æ�–�³�’�À�� �•�ž�•�� �•�‡�„�‡��in-trans a 

inaktivace ka�–�ƒ�Ž�›�–�‹�…�•�±�� �ƒ�•�–�‹�˜�‹�–�›�� �œ�’�õ�•�‘�„�—�Œ�‡�� �Š�”�‘�•�ƒ�†�³�•�À�� ���•�•�s�’�� �˜ �•�˜�ƒ�•�‹�•�•�‘�˜�ý�…�Š�� �„�—�Ò�•�ž�…�Š��

(Stingele et al. 2014, Balakirev et al. 2015). Balakirev et al. �˜�‡���•�˜�±���•�–�—�†�‹�‹���†�ž�Ž�‡���’�”�‘�•�ƒ�œ�—�Œ�À�á�����‡��

�•�‡�ƒ�•�–�‹�˜�‘�˜�ƒ�•�ý�����•�•�s�’���˜�›�•�ƒ�œ�—�Œ�‡����������-�Ž�‹�‰�ƒ�•�‘�˜�‘�—���ƒ�•�–�‹�˜�‹�–�—�á���•�†�›���•�—�•�‘�›�Ž�—�Œ�‡���•�ž�•���•�‡�„�‡���ƒ���‘�•�‘�Ž�•�À��

�’�”�‘�–�‡�‹�•�›�á�� �•�ƒ�«�‡���� �•�‡�� �’�‘�� �ƒ�•�–�‹�˜�ƒ�…�‹�� �˜�ƒ�œ�„�‘�—�� �������� �æ�–�³�’�À�� �ƒ�� �†�‡�‰�”�ƒ�†�—�Œ�‡�� �‹�� �‘�•�–�ƒ�–�•�À�� �’�”�‘�–�‡�‹�•�›�ä�� ���‘���•�ý�•��

�˜�›�•�˜�³�–�Ž�‡�•�À�•�� �’�‘�œ�‘�”�‘�˜�ƒ�•�±�Š�‘�� �ˆ�‡�•�‘�–�›�’�—�� �’�‘�� �‹�•�†�—�•�…�‹�� �‡�š�’�”�‡se Wss1E116Q�’�� �–�ƒ�•�� �•�õ���‡�� �„�ý�–�á�� ���‡�� �•�‡��

�•�ƒ�–�ƒ�Ž�›�–�‹�…�•�›�� �•�‡�ƒ�•�–�‹�˜�•�À�� ���•�•�sE116Q�’�� �˜�ž���‡�� �†�‘ �•�À�•�–�� �œ�ƒ�•�–�ƒ�˜�‡�•�ý�…�Š�� �”�‡�’�Ž�‹�•�ƒ�«�•�À�…�Š�� �˜�‹�†�Ž�‹�«�‡�•�á�� �•�†�‡��

�•�—�•�‘�›�Ž�—�Œ�‡���•�‡�„�‡���‹�� �‘�•�–�ƒ�–�•�À���’�”�‘�–�‡�‹�•�›�á���«�À�•�����‹�•�†�—�•�—�Œ�‡���˜�ƒ�œ�„�—���†�ƒ�Ž�æ�À�…�Š�����•�•�sE116Q�’�� �ƒ���‹�•�–�‡�”�ƒ�•�«�•�À�…�Š��

�’�ƒ�”�–�•�‡�”�õ�� ���•�—�’�â�ä�� ���†�…�v�z�’�����‘�ƒ�s�’���ä�� �
�‡�Ž�‹�•�‘���� �ƒ�Ž�‡�� �•�‡�•�À��Wss1E116Q�’�� �•�…�Š�‘�’�‡�•�� �æ�–�³�’�‹�–�� �ƒ�•�‹�� �•�—�„�•�–�”�ž�–�á��
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�ƒ�•�‹���•�ž�•���•�‡�„�‡�á���†�‘�…�Š�ž�œ�À���• �Œ�‡�Š�‘���Š�”�‘�•�ƒ�†�³�•�À���˜ �•�À�•�–�³���’�‘�æ�•�‘�œ�‡�•�À���������ä�����”�‘�•�ƒ�†�À�…�À���•�‡�����•�•�sE116Qp 

�†�ž�Ž�‡�� �•�—�•�‘�›�Ž�—�Œ�‡�� �•�‡�„�‡�� �‘�� �‘�•�‘�Ž�•�À�� �’�”�‘�–�‡�‹�•�›�á�� �œ�˜�›�æ�—�Œ�‡�� �•�‹�‰�•�ƒ�Ž�‹�œ�ƒ�…�‹�� �„�—�•�³�«�•�±�� �‘�†�’�‘�˜�³�†�‹�� �ƒ�� �‹�•�†�—�•�—�Œ�‡��

�ƒ�•�‘�…�‹�ƒ�…�‹�� �†�ƒ�Ž�æ�À�…�Š�� �„�—�•�³�«�•�ý�…�Š�� �’�”�‘�–�‡�‹�•�õ�� �ï�«�ƒ�•�–�•�À�…�À�…�Š�� �•�‡�� �‘�’�”�ƒ�˜�›�� �������ä�� ���‘�•�–�—�’�•�±�� �Š�”�‘�•�ƒ�†�³�•�À��

�•�—�•�‘�›�Ž�‘�˜�ƒ�•�ý�…�Š�� �ƒ�� �—�„�‹�•�˜�‹�–�‹�•�‘�˜�ƒ�•�ý�…�Š�� �’�”�‘�–�‡�‹�•�õ�� �ƒ�•�‘�…�‹�‘�˜�ƒ�•�ý�…�Š�� �•�� �������� �˜�›�ï�•�ë�—�Œ�‡�� �˜ �•�‡�Ž�Š�ž�•�À��

�•�‹�‰�•�ƒ�Ž�‹�œ�ƒ�«�•�À�…�Š�� �†�”�ƒ�Š�á�� �’�‘�æ�•�‘�œ�‡�•�À�� �˜�Ž�ž�•�‡�•�� �������� �ƒ�� �•�’�—�æ�–�³�•�À�� �„�—�•�³�«�•�±�� �ƒ�’�‘�’�–�×�œ�›�ä�� ���—�–�‘�� �–�‡�‘�”�‹�‹��

�’�‘�†�’�‘�”�—�Œ�À���˜�ý�•�Ž�‡�†�•�›���•�ž�•�Ž�‡�†�—�Œ�À�…�À�Š�‘���‡�š�’�‡�”�‹�•�‡�•�–�—�á���•�–�‡�”�±���—�•�ƒ�œ�—�Œ�À�á�����‡���’�‘�•�—�†���„�›�Ž�ƒ���˜�‡�†�Ž�‡���•�—�–�ƒ�…�‡��

���s�s�x���� �‹�•�ƒ�•�–�‹�˜�‘�˜�ž�•�ƒ�� �Œ�‡�æ�–�³�� �†�‘�•�±�•�ƒ�� �������� ���•�‡�•�æ�À�� �•�À�”�ƒ�� �˜�ƒ�œ�„�›�� �‹�•�–�‡�”�ƒ�•�«�•�À�…�Š�� �’�ƒ�”�–�•�‡�”�õ���� �•�‡�„�‘��

�������t�� ���•�‡�•�æ�À�� �•�À�”�ƒ�� �˜�ƒ�œ�„�›�� �‹�•�–�‡�”�ƒ�•�«�•�À�…�Š�� �’�ƒ�”�–�•�‡�”�õ���—�•�‘�•�«�‡�•�À�� �•�—�•�‘�›�Ž�ƒ�…�‡���á�� �†�‘�æ�Ž�‘�� �•�‡�� �œ�Ž�‡�’�æ�‡�•�À��

���‹�˜�‘�–�ƒ�•�…�Š�‘�’�•�‘�•�–�‹���•�‘�•�’�Ž�‡�•�‡�•�–�‘�˜�ƒ�•�ý�…�Š���„�—�•�³�•���˜ �•�‘�”�•�ž�Ž�•�À�…�Š���’�‘�†�•�À�•�•�ž�…�Š�ä 

 Z �˜�ý�•�Ž�‡�†�•�õ�� �„�‘�†�‘�˜�ý�…�Š�� �–�‡�•�–�õ�� �’�”�‘�� �ƒ�•�ƒ�Ž�ý�œ�—�� �”�‘�Ž�‡�� ���•�•�s�’�� �˜�� �„�—�•�³�«�•�±�� �‘�†�’�‘�˜�³�†�‹�� �•�ƒ��

�‰�‡�•�‘�–�‘�š�‹�…�•�±�� �’�õ�•�‘�„�‡�•�À�� ������ �ƒ�� �˜�Ž�‹�˜�—�� �Œ�‡�†�•�‘�–�Ž�‹�˜�ý�…�Š�� �†�‘�•�±�•�� �•�ƒ�� �–�—�–�‘�� �ˆ�—�•�•�…�‹�� �Œ�‡�� �’�ƒ�–�”�•�±�á�� ���‡�� �œ�–�”�ž�–�ƒ��

genu WSS1 nebo DDI1 �•�‡�•�ž�� �•�ƒ�� ���‹�˜�‘�–�ƒ�•�…�Š�‘�’�•�‘�•�–�� �•�˜�ƒ�•�‹�•�•�‘�˜�ý�…�Š�� �„�—�•�³�•�� �˜ �–�‡�•�–�‘�˜�ƒ�•�ý�…�Š��

�’�‘�†�•�À�•�•�ž�…�Š ���ž�†�•�ý���˜�Ž�‹�˜�ä�����‘�—�«�ƒ�•�•�ž���†�‡�Ž�‡�…�‡���‘�„�‘�—���–�³�…�Š�–�‘���‰�‡�•�õ���‘�˜�æ�‡�•���œ�ƒ�’�â�À�«�‹�Ò�—�Œ�‡���’�ƒ�–�‘�Ž�‘�‰�‹�…�•�‘�—��

�’�â�‡�…�‹�–�Ž�‹�˜�³�Ž�‘�•�–�� �•�ƒ�� �’�õ�•�‘�„�‡�•�À�� �����á�� �…�‘���� �’�‘�–�˜�”�œ�—�Œ�‡�� �†�‘�•�ƒ�˜�ƒ�†�•�À�� �˜�ý�•�Ž�‡�†�•�›�� �Ž�ƒ�„�‘�”�ƒ�–�‘�â�‡�� �æ�•�‘�Ž�‹�–�‡�Ž�•�›��

���˜�ý�•�Ž�‡�†�•�›�� �˜ �”�‡�…�‡�•�œ�•�À�•�� �â�À�œ�‡�•�À���ä�� ���„�†�‘�„�•�³�� �Œ�ƒ�•�‘�� �–�‘�•�—�� �„�›�Ž�‘�� �˜ �’�â�À�’�ƒ�†�³�� ���†�‹�s�’�� �Ž�œ�‡�� �’�‘�œ�‘�”�‘�˜�ƒ�•�ý��

fenotyp �œ�–�”�ž�–�›��DDI1 s WSS1 �•�‘�•�’�Ž�‡�•�‡�•�–�‘�˜�ƒ�–�� �•�ƒ�†�’�”�‘�†�—�•�…�À�� ������ �˜�ƒ�”�‹�ƒ�•�–�›�� ���•�•�s�’�ä�� �
�‡�� �–�ƒ�•��

�’�ƒ�–�”�•�±�á�����‡���’�”�‘���’�â�‡�•�‘�•�ž�•�À���†�õ�•�Ž�‡�†�•�—���’�õ�•�‘�„�‡�•�À���������Œ�‡���•�‡�œ�„�›�–�•�ž���’�â�À�–�‘�•�•�‘�•�–���ƒ�Ž�‡�•�’�‘�Ò���Œ�‡�†�•�‘�Š�‘��

z �˜�ý�æ�‡���œ�•�À�•�³�•�ý�…�Š���’�”�‘�–�‡�‹�•�õ�ä�����ƒ���œ�ž�•�Ž�ƒ�†�³ �–�³�…�Š�–�‘���˜�ý�•�Ž�‡�†�•�õ���•�‡���†�ž���–�‡�†�›���’�â�‡�†�’�‘�•�Ž�ž�†�ƒ�–�á�����‡�����•�•�s�’��

�ƒ�� ���†�†�‹�s�’�� �’�õ�•�‘�„�À�� �’�ƒ�”�ƒ�Ž�‡�Ž�•�³�� �ƒ�� �’�â�‡�†�•�–�ƒ�˜�—�Œ�À�� �œ�ž�•�–�—�’�•�±�� �…�‡�•�–�›�� �„�—�•�³�«�•�±�� �‘�†�’�‘�˜�³�†�‹�� �•�ƒ�� �’�õ�•�‘�„�‡�•�À��

HU. 

Z �˜�ý�•�Ž�‡�†�•�õ�� �Œ�‡�� �†�ž�Ž�‡�� �’�ƒ�–�”�•�±�á�� ���‡�� �œ�ƒ �•�‘�”�•�ž�Ž�•�À�…�Š�� �’�‘�†�•�À�•�‡�•�� ���„�‡�œ�� �’�â�À�–�‘�•�•�‘�•�–�‹�� ��������

�œ�’�õ�•�‘�„�—�Œ�‡�� �•�ƒ�†�’�”�‘�†�—�•�…�‡�� ���•�•�sdelWLMp v �•�˜�ƒ�•�‹�•�•�ž�…�Š���’�‘�•�–�”�ž�†�ƒ�Œ�À�…�À�…�Š���•�‘�—�«�ƒ�•�•�³��DDI1 �«�ž�•�–�‡�«�•�±��

�•�•�À���‡�•�À�� ���‹�˜�‘�–�ƒ�•�…�Š�‘�’�•�‘�•�–�‹�ä�� ���‘�œ�‘�”�‘�˜�ƒ�•�ý�� �”�‘�œ�†�À�Ž�� �•�‡�œ�‹�� �Ž�‡�–�ž�Ž�•�À�•�� �ˆ�‡�•�‘�–�›�’�‡�•�� �’�â�‹�� �•�ƒ�†�’�”�‘�†�—�•�…�‹��

Wss1E116Q�’�á���ƒ���’�‘�—�œ�‡���«�ž�•�–�‡�«�•�ý�•���•�•�À���‡�•�À�•�����‹�˜�‘�–�ƒ�•�…�Š�‘�’�•�‘�•�–�‹���’�â�‹���•�ƒ�†�’�”�‘�†�—�•�…�‹�����•�•�sdelWLMp za 

�•�‘�”�•�ž�Ž�•�À�…�Š�� �’�‘�†�•�À�•�‡�•�� �„�‡�œ�� �����á�� �•�õ���‡�� �„�ý�–�� �˜�›�•�˜�³�–�Ž�‡�•�� �•�ƒ�� �œ�ž�•�Ž�ƒ�†�³�� �’�â�‡�†�’�‘�•�Ž�ž�†�ƒ�•�±�Š�‘��

mechanismu SUMO-�Ž�‹�‰�ƒ�•�‘�˜�±�� �ƒ�•�–�‹�˜�‹ty Wss1p a role cysteinu C226 (Balakirev et al. 2015). 

���â�‡�†�’�‘�•�Ž�ž�†�ž���•�‡�á�����‡���–�˜�‘�”�„�ƒ���‹�•�–�”�ƒ�•�‘�Ž�‡�•�—�Ž�ž�”�•�À���†�‹�•�—�Ž�ˆ�‹�†�‘�˜�±���˜�ƒ�œ�„�›���•�‡�œ�‹����-�•�‘�•�…�‘�˜�ý�•�‹���…�›�•�–�‡�‹�•�›��

���t�t�x�� �ƒ�� �…�›�•�–�‡�‹�•�›�� ���{�x�� �ƒ�� ���s�r�z�á�� �•�ƒ�…�Š�ž�œ�‡�Œ�À�…�À�•�‹�� �˜�� �‘�„�Ž�ƒ�•�–�‹�� �������� �†�‘�•�±�•�›�á�� �’�‘�†�’�‘�”�—�Œ�‡��

�‘�Ž�‹�‰�‘�•�‡�”�‹�œ�ƒ�…�‹�� ���•�•�s�’�á�� �•�–�‡�”�ž�� �•�‡�� �•�ž�•�Ž�‡�†�•�³�� �’�”�‘�Œ�‡�˜�—�Œ�‡�� �•�ž�”�õ�•�–�‡�•�� ��������-ligasove aktivity. 

���’�”�‘�–�‹�� �•�—�–�ƒ�•�–�•�À�� �˜�ƒ�”�‹�ƒ�•�–�³�� ���•�•�sE116Q�’�� �’�‘�•�–�”�ž�†�ž�� ���•�•�sdelWLM�’�� �…�›�•�–�‡�‹�•�›�� ���{�x�� �ƒ�� ���s�r�z�á�� �†�À�•�›��

�«�‡�•�—���� �•�õ���‡�� �„�ý�–�� �‘�•�‡�œ�‡�•�ƒ�� �‘�Ž�‹�‰�‘�•�‡�”�‹�œ�ƒ�…�‡�� ���•�•�sdelWLMp a s �–�À�•�� �•�‘�—�˜�‹�•�‡�Œ�À�…�À�� ��������-�Ž�‹�‰�ƒ�•�‘�˜�ž��

�ƒ�•�–�‹�˜�‹�–�ƒ�á�� �•�–�‡�”�ž�� �„�›�� �Œ�‹�•�ƒ�•�� �•�‘�Š�Ž�ƒ�� �„�ý�–�� �œ�‘�†�’�‘�˜�³�†�•�ž�� �œ�ƒ �Ž�‡�–�ž�Ž�•�À�� �ˆ�‡�•�‘�–�›�’�ä�� ���Ž�–�‡�”�•�ƒ�–�‹�˜�•�³�á�� �‘�†�‡�„�”�ž�•�À��

�˜�‡�Ž�•�±�� �«�ž�•�–�‹�� �������� �†�‘�•�±�•�›�� �•�õ���‡�� �‘�’�”�‘�–�‹�� �•�—�–�ƒ�…�‹�� ���s�s�x���� �˜�ý�”�ƒ�œ�•�³�� �•�³�•�‹�–�� �ˆ�‹�•�ž�Ž�•�À�� �•�‘�•�ˆ�‘�”�•�ƒ�…�‹��

���•�•�s�’�á���«�À�•�����•�‡���œ �•�³�Œ���•�–�ž�˜�ž���œ�…�‡�Ž�ƒ���•�‡�ˆ�—�•�•�«�•�À���‘�†�’�ƒ�†�•�À���’�”�‘�–�‡�‹�•�á���Œ�‡�Š�‘�����•�ƒ�†�’�”�‘�†�—�•�…�‡���ƒ���•�ž�•�Ž�‡�†�•�ž��

�†�‡�‰�”�ƒ�†�ƒ�…�‡�� �„�—�Ò�•�—�� �•�‹�Ž�•�³�� �œ�ƒ�–�³���—�Œ�‡�ä�� ���”�‘�� �‘�˜�³�â�‡�•�À�� �–�±�–�‘�� �Š�›�’�‘�–�±�œ�›�� �„�›�� �„�›�Ž�‘�� �˜�Š�‘�†�•�±�� �’�”�‘�˜�±�•�–��

�‡�š�’�‡�”�‹�•�‡�•�–�á���’�â�‹���•�–�‡�”�±�•���„�›���„�›�Ž���˜���•�˜�ƒ�•�‹�•�•�‘�˜�ý�…�Š���„�—�Ò�•�ž�…�Š���„�‡�œ��DDI1 a WSS1 �•�ƒ�†�’�”�‘�†�—�•�‘�˜�ž�•��
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Wss1E116Q�’�á���Œ�‡���� �„�›���•�³�Ž���•�‘�—�«�ƒ�•�•�³���•�ƒ�Š�”�ƒ�œ�‡�•���…�›�•�–�‡�‹�•�����t�t�x���œ�ƒ���Œ�‹�•�‘�—���˜�Š�‘�†�•�‘�—���ƒ�•�‹�•�‘�•�›�•�‡�Ž�‹�•�—�ä��

V �‹�†�‡�ž�Ž�•�À�•�� �’�â�À�’�ƒ�†�³�� �„�›�� �’�ƒ�•�� �–�›�–�‘�� �„�—�Ò�•�›�� �•�³�Ž�›�� �˜�›�•�ƒ�œ�‘�˜�ƒ�– �˜�ý�”�ƒ�œ�•�³�� �Ž�‡�’�æ�À�� ���‹�˜�‘�–�ƒ�•�…�Š�‘�’�•�‘�•�–�•�‡����

�„�—�Ò�•�›���•�ƒ�†�’�”�‘�†�—�•�—�Œ�À�…�À�����•�•�sE116Qp.  

���ý�•�Ž�‡�†�•�›�� �„�‘�†�‘�˜�ý�…�Š�� �–�‡�•�–�õ�� �†�ž�Ž�‡�� �•�ƒ�œ�•�ƒ�«�—�Œ�À�á�� ���‡�� �’�”�‘�� �‘�†�˜�”�ž�…�‡�•�À�� �’�ƒ�–�‘�Ž�‘�‰�‹�…�•�±��

�’�â�‡�…�‹�–�Ž�‹�˜�³�Ž�‘�•�–�‹�� �•�ƒ�� ������ �’�‘�•�‘�…�À�� �•�ƒ�†�’�”�‘�†�—�•�…�‡�� ���•�•�s�’�� �Œ�‡�� �˜�›���ƒ�†�‘�˜�ž�•�ƒ�� �’�”�‘�–�‡�‘�Ž�›�–�‹�…�•�ž�� �ƒ�•�–�‹�˜�‹�–�ƒ��

�������� �†�‘�•�±�•�›�ä�� �� �� kontrastu s �•�‡�’�‘�•�–�”�ƒ�†�ƒ�–�‡�Ž�•�‘�•�–�À�� �ƒ�•�–�‹�˜�•�À�Š�‘�� �•�À�•�–�ƒ�� �������� �†�‘�•�±�•�›�� �•�‡�„�›�Ž�ƒ��

�ˆ�—�•�•�…�‡�� ���•�•�s�’�� �˜�� �„�—�•�³�«�•�±�� �‘�†�’�‘�˜�³�†�‹�� �•�ƒ�� �’�õ�•�‘�„�‡�•�À�� ������ �‘�˜�Ž�‹�˜�•�³�•�ƒ�� �‹�•�ƒ�•�–�‹�˜�ƒ�…�À�� �†�‘�•�±�• 

�œ�‘�†�’�‘�˜�³�†�•�ý�…�Š�� �œ�ƒ�� �˜�ƒ�œ�„�—�� �• Cdc48 ���������á�� �������á�� �����������������á�� �†�‘�•�±�•�� �‹�•�–�‡�”�ƒ�‰�—�Œ�À�…�À�…�Š�� �•�‡�� ����������

proteinem Smt3 (SIM1, SIM2, SIM1/SIM2), ani del�‡�…�À���†�‘�•�±�•�› �˜�ž�œ�ƒ�Œ�À�…�À���������� �����������ä�� ���–�”�ž�–�ƒ��

�•�…�Š�‘�’�•�‘�•�–�‹���•�‘�•�’�Ž�‡�•�‡�•�–�‘�˜�ƒ�–���ˆ�‡�•�‘�–�›�’���•�‘�—�«�ƒ�•�•�±���œ�–�”�ž�–�›��WSS1 s DDI1 �„�›�Ž�ƒ���’�‘�œ�‘�”�‘�˜�ž�•�ƒ���ƒ�����’�â�‹��

�•�‘�—�«�ƒ�•�•�±�•�� �˜�›�Ž�‘�—�«�‡�•�À�� �˜�æ�‡�…�Š�� �–�³�…�Š�–�‘�� �‹�•�–�‡�”�ƒ�•�«�•�À�…�Š�� �†�‘�•�±�•�ä�� ���� �˜�ý�•�Ž�‡�†�•�õ�� �Œ�‡�� �–�ƒ�•�� �’�ƒ�–�”�•�±�á�� ���‡�� �’�”�‘��

�•�’�”�ž�˜�•�‘�—�� �ˆ�—�•�•�…�‹�� ���•�•�s�’�� �˜ �„�—�•�³�«�•�±�� �‘�†�’�‘�˜�³�†�‹�� �•�ƒ�� ������ �Œ�‡�� �œ�ƒ�’�‘�–�â�‡�„�À�� �˜�‡�†�Ž�‡�� �’�”�‘�–�‡�‘�Ž�›�–�‹�…�•�±��

�ƒ�•�–�‹�˜�‹�–�›���Œ�‡�æ�–�³���•�…�Š�‘�’�•�‘�•�–���‹�•�–�‡�”�ƒ�‰�‘�˜�ƒ�–���• �ƒ�Ž�‡�•�’�‘�Ò���Œ�‡�†�•�À�•���’�ƒ�”�–�•�‡�”�‡�•���œ trojice Cdc48p, Smt3p a 

DNA.  

���’�”�ž�˜�•�ž�� �ˆ�—�•�•�…�‡�� �•�‘�•�•�–�”�—�•�–�õ�� �’�‘�•�–�”�ž�†�ƒ�Œ�À�…�À�� �������� �†�‘�•�±�•�—�� �Œ�‡�� �ƒ�Ž�‡�� �˜ rozporu s �˜�ý�•�Ž�‡�†�•�›��

studie (Stingele et al. 2014) �†�‘�•�ƒ�œ�—�Œ�À�…�À���œ�ž�˜�‹�•�Ž�‘�•�–���’�”�‘�–�‡�‘�Ž�›�–�‹�…�•�±���ƒ�•�–�‹�˜�‹�–�›�����•�•�s���•�ƒ���˜�ƒ�œ�„�³���������ä��

���›�•�˜�³�–�Ž�‡�•�À�•���’�‘�œ�‘�”�‘�˜�ƒ�•�±�Š�‘���ˆ�‡�•�‘�–�›�’�—���•�õ���‡���„�ý�–���•�‹�–�—�ƒ�…�‡�á���•�†�›���†�‡�Ž�‡�…�‡�����������†�‘�•�±�•�›���œ�’�õ�•�‘�„�—�Œ�‡��

�œ�•�³�•�—�� �˜�ý�•�Ž�‡�†�•�±�� �•�‘�•�ˆ�‘�”�•�ƒ�…�‡�� �’�”�‘�–�‡�‹�•�—�á�� �Œ�‡�Œ�À�•���� �†�õ�•�Ž�‡�†�•�‡�•�� �Œ�‡�� �•�ƒ�”�—�æ�‡�•�À�� �‹�•�Š�‹�„�‹�…�‡�� �ƒ�•�–�‹�˜�•�À�Š�‘��

�•�À�•�–�ƒ�� �•�‘�•�…�‘�˜�ý�•�� �…�›�•�–�‡�‹�•�‡�•�� ���t�t�x�� ���•�‡�…�Š�ƒ�•�‹�•�•�—�•�� �…�›�•�–�‡�‹�•�‘�˜�±�Š�‘�� �’�â�‡�’�À�•�ƒ�«�‡���á�� �†�À�•�›�� �«�‡�•�—����

dojde k �—�˜�‘�Ž�•�³�•�À���’�”�‘�–�‡�‘�Ž�›�–�‹�…�•�±���ƒ�•�–�‹�˜�‹�–�›��(Balakirev et al. 2015). 

Nezbytnost interakce Wss1p s Cdc48p in vivo �„�›�Ž�ƒ�� �’�”�‘�•�ž�œ�ž�•�ƒ�� �˜ souvislosti 

s �‘�’�”�ƒ�˜�‘�—���•�‘�˜�ƒ�Ž�‡�•�–�•�³�� �œ�ƒ�…�Š�›�…�‡�•�±�� ���‘�’�s�’�� �ƒ���������� �‹�•�†�—�•�‘�˜�ƒ�•�ý�…�Š��formaldehydem (Stingele et 

al. 2014, Balakirev et al. 2015). ���ý�•�Ž�‡�†�•�›�� �•�‘�•�’�Ž�‡�•�‡�•�–�ƒ�…�‡�� �•�‘�•�•�–�”�—�•�–�›�� �’�‘�•�–�”�ž�†�ƒ�Œ�À�…�À�•�‹��

�†�‘�•�±�•�›�� �������� �ƒ�� �������� �ƒ�Ž�‡�� �—�•�ƒ�œ�—�Œ�À�á�� ���‡�� �‹�•�–�‡�”�ƒ�•�…�‡�� �•�� ���†�…�v�z�’�� �˜ �–�‘�•�–�‘�� �’�â�À�’�ƒ�†�³�� �•�‡�•�À�� �•�Ž�À�«�‘�˜�±�ä��

�
�‡�•�‘�–�‘�š�‹�…�•�±�� �’�õ�•�‘�„�‡�•�À�� ������ �–�ƒ�•�� �œ�â�‡�Œ�•�³�� �’�â�‡�†�•�–�ƒ�˜�—�Œ�‡�� �Œ�‹�•�±�� �’�‘�†�•�À�•�•�›�� �’�”�‘�� �˜�›�˜�‘�Ž�ž�•�À�� �„�—�•�³�«�•�±��

�‘�†�’�‘�˜�³�†�‹�� �•�ƒ�� �’�‘�æ�•�‘�œ�‡�•�À�� �������á�� �• �‘�†�Ž�‹�æ�•�ý�•�� �•�‡�…�Š�ƒ�•�‹�•�•�‡�•�� �’�õ�•�‘�„�‡�•�À�� ���•�•�s�’�ä�� ���� �˜�ƒ�”�‹�ƒ�•�–�›��

���•�•�s�’�á�� �•�ƒ�Œ�À�…�À�� �’�‘�—�œ�‡�� �’�”�‘�–�‡�‘�Ž�›�–�‹�…�•�‘�—�� �ƒ�•�–�‹�˜�‹�–�—�� �ƒ�� �ƒ�•�–�‹�˜�•�À�� �˜�ƒ�œ�„�—�� ���†�…�v�z�’�á�� �•�‘�Š�Ž�ƒ�� �œ�–�”�ž�–�ƒ��

�…�›�•�–�‡�‹�•�‘�˜�±�� �‹�•�Š�‹�„�‹�…�‡�� �•�•�”�œ�‡�� �†�‡�Ž�‡�…�‹�� �������� �†�‘�•�±�•�›�� �œ�’�õ�•�‘�„�‹�–�á�� ���‡�� �Œ�‡�� ���•�•�s�’�� �•�ƒ�˜�‡�†�‡�•�� �‹�•�–�‡�”�ƒ�•�…�À��

s ���†�…�v�z���•�ƒ���•�À�•�–�‘���’�‘�æ�•�‘�œ�‡�•�À���������á���•�†�‡���‹���„�‡�œ���˜�ƒ�œ�„�›�����������æ�–�³�’�À���…�À�Ž�‘�˜�ý���•�—�„�•�–�”�ž�–�ä�����Ž�–�‡�”�•�ƒ�–�‹�˜�•�³��

�•�õ���‡�� �†�‘�…�Š�ž�œ�‡�–�� �•�� �–�˜�‘�”�„�³�� �•�‘�•�’�Ž�‡�š�—�� ���•�•�s�’�����†�…�v�z�’�����‘�ƒ�s�’�á�� �•�–�‡�”�ý�� �•�’�‡�…�‹�ˆ�‹�…�•�›�� �•�ƒ�˜�ž�†�À��

�•�—�„�•�–�”�ž�–���†�‘���˜�ƒ�•�—�‘�Ž�›�á���•�†�‡���Œ�‡���†�‡�‰�”�ƒ�†�‘�˜�ž�•��(Balakirev et al. 2015). 

���•�–�‹�˜�‹�–�ƒ�� ���•�•�s�’�� �’�â�‹�� �•�‘�—�«�ƒ�•�•�±�� �œ�–�”�ž�–�³�� �•�…�Š�‘�’�•�‘�•�–�‹�� �˜�ž�œ�ƒ�– protein Smt3p byla 

�œ�†�‘�•�—�•�‡�•�–�‘�˜�ž�•�ƒ���Œ�‹���� �†�â�À�˜�‡��(Stingele et al. 2014, Balakirev et al. 2015)�ä�����’�”�‘�–�‹�� �’�â�‡�†�…�Š�‘�œ�À�•��

�•�–�—�†�‹�À�•�� �Œ�‡�� �ƒ�Ž�‡�� �ƒ�•�–�‹�˜�‹�–�ƒ�� ���•�•�s�’�� �’�‘�œ�‘�”�‘�˜�ž�•�ƒ�� �‹�� �˜ �’�â�À�’�ƒ�†�³�á�� ���‡�� �Œ�‡�� �’�”�‘�–�‡�‹�•�—�� �’�‘�•�‡�…�Š�ž�•�ƒ�� �’�‘�—�œ�‡��

�†�‘�•�±�•�ƒ�� �������� �•�’�‘�Ž�‡�«�•�³�� �•�‡�� �������s�� �ƒ�� �������t�ä�� ���„�†�‘�„�•�³�� �Œ�ƒ�•�‘�� �˜ �’�â�À�’�ƒ�†�³�� �‹�•�–�‡�”�ƒ�•�…�‡�� �•�� ���†�…�v�z�’�� �–�ƒ�•��

�‘�†�Ž�‹�æ�•�±���’�‘�†�•�À�•�•�›���’�â�‹���’�õ�•�‘�„�‡�•�À�������� �œ�â�‡�Œ�•�³���’�â�‹�•�Ž�ž�†�ƒ�Œ�À���˜�ƒ�œ�„�³�� ���������� �’�”�‘�–�‡�‹�•�õ���˜�³�–�æ�À���”�‘�Ž�‹�á���•�‡����
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�„�›�Ž�‘�� �†�‘�’�‘�•�—�†�� �’�‘�œ�‘�”�‘�˜�ž�•�‘�� �’�â�‹�� �‘�’�”�ƒ�˜�³�� �œ�ƒ�…�Š�›�…�‡�•�±�Š�‘�� ���‘�’�s�’�� �ƒ�� �������•�� �‹�•�†�—�•�‘�˜�ƒ�•�ý�…�Š��

�ˆ�‘�”�•�ƒ�Ž�†�‡�Š�›�†�‡�•�ä�� ���‡�•�–�‘�� �‡�ˆ�‡�•�–�� �•�õ���‡�� �„�ý�–�� �˜�ý�•�Ž�‡�†�•�‡�•�� �—�˜�‘�Ž�•�³�•�À�� �•�‡�…�Š�ƒ�•�‹�•�•�—�� �…�›�•�–�‡�‹�•�‘�˜�±�Š�‘��

�’�â�‡�’�À�•�ƒ�«�‡�����œ�–�”�ž�–�ƒ�������������ƒ���’�‘�•�–�”�ƒ�†�ƒ�–�‡�Ž�•�±�Š�‘���˜�Ž�‹�˜�—���˜�ƒ�œ�„�›���• Cdc48p (viz �’�â�‡�†�…�Š�‘�œ�À���‘�†�•�–�ƒ�˜�‡�…��. 

���Ž�–�‡�”�•�ƒ�–�‹�˜�•�³�� �•�õ���‡�� �˜ �„�—�•�³�«�•�±�� �‘�†�’�‘�˜�³�†�‹�� �•�ƒ�� �’�õ�•�‘�„�‡�•�À�� ������ �Š�”�ž�–�� ���•�•�s�’�� �˜�ý�œ�•�ƒ�•�•�‘�—�� �”�‘�Ž�‹�� �’�â�‹��

�•�‡�–�ƒ�„�‘�Ž�‹�•�•�—�� ���������� �’�”�‘�–�‡�‹�•�õ�� �˜ �‘�„�Ž�ƒ�•�–�‹�� �’�‘�æ�•�‘�œ�‡�•�±�� ��������(Balakirev et al. 2015). ���À�•�•�ƒ�•�±��

�˜�ý�•�Ž�‡�†�•�›���•�’�‘�Ž�‡�«�•�³���• �˜�ý�•�Ž�‡�†�•�›���†�â�À�˜�³�Œ�æ�À�…�Š���•�–�—�†�‹�À���•�‘�—�Š�”�•�•�³���•�ƒ�œ�•�ƒ�«�—�Œ�À�á�����‡���•�‡�����•�•�s�’���•�‘�—�„�³���•�³��

�ï�«�ƒ�•�–�•�À���˜�À�…�‡���•�‡�…�Š�ƒ�•�‹�•�•�õ���„�—�•�³�«�•�±���‘�†�’�‘�˜�³�†�‹���•�ƒ���’�‘�æ�•�‘�œ�‡�•�À���������ä 

���ƒ�� �œ�ž�˜�³�”�� �„�›�Ž�ƒ�� �‘�˜�³�â�‡�•�ƒ�� �‡�š�’�”�‡�•�‡�� �–�”�ƒ�•�•�ˆ�‘�”�•�‘�˜�ƒ�•�ý�…�Š�� �‰�‡�•�õ�� �˜ �•�˜�ƒ�•�‹�•�•�‘�˜�ý�…�Š�� �„�—�Ò�•�ž�…�Š��

�’�‘�•�‘�…�À���‹�•�—�•�‘�†�‡�–�‡�•�…�‡�ä�����ý�•�Ž�‡�†�•�›���’�‘�–�˜�”�œ�—�Œ�À���ï�•�’�³�æ�•�‘�—���’�”�‘�†�—�•�…�‹���˜�æ�‡�…�Š���’�”�‘�–�‡�‹�•�‘�˜�ý�…�Š���˜�ƒ�”�‹�ƒ�•�–��

�•�”�‘�•�³�� �’�”�‘�–�‡�‹�•�—�� ���•�•�sdelWLM. Absence Wss1delWLM�’�� �•�õ���‡�� �„�ý�–�� �˜�›�•�˜�³�–�Ž�‡�•�ƒ�� �Œ�‹���� �œ�•�‹�Ò�‘�˜�ƒ�•�‘�—��

�…�Š�›�„�•�‘�—�� �•�–�”�—�•�–�—�”�‘�—�á�� �•�–�‡�”�ž�� �œ�ƒ�’�â�À�«�‹�Ò�—�Œ�‡�� �Œ�‡�Š�‘�� �‘�•�ƒ�•���‹�–�‘�—�� �†�‡�‰�”�ƒ�†�ƒ�…�‹�ä�� �� �’�”�õ�„�³�Š�—�� �’�â�À�’�”�ƒ�˜�� �ƒ�� �œ��

�˜�ý�•�Ž�‡�†�•�õ�� �„�‘�†�‘�˜�ý�…�Š�� �–�‡�•�–�õ�� �Œ�‡�� �ƒ�Ž�‡�� �’�ƒ�–�”�•�ý�� �ˆ�‡�•�‘�–�›�’�� �’�”�‘�†�—�•�…�‡�� ���•�•�sdelWLM v �•�˜�ƒ�•�‹�•�•�‘�˜�ý�…�Š��

�„�—�Ò�•�ž�…�Š�ä 
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7 SOUHRN 

�x ���‘�•�‘�…�À���•�‘mbinace �•�³�•�‘�Ž�‹�•�ƒ�� �•�‘�Ž�‡�•�—�Ž�ž�”�•�À�…�Š�� �–�‡�…�Š�•�‹�•�� �„�›�Ž�ƒ�� �ï�•�’�³�æ�•�³�� �’�â�‹�’�”�ƒ�˜�‡�•a sada 

20 �’�‘�•�‘�…�•�ý�…�Š a 18 �‡�š�’�”�‡�•�•�À�…�Š���’�Ž�ƒ�•�•�‹�†�‘�˜�ý�…�Š���•�‘�•�•�–�”�—�•�–�õ���•�‡�•�‘�—�…�À���‰�‡�•��WSS1, nebo 

�Œ�‡�Š�‘�� �—�’�”�ƒ�˜�‡�•�±�� �˜�ƒ�”�‹�ƒ�•�–�› s �”�õ�œ�•�ý�•�‹�� �•�‘�•�„�‹�•�ƒ�…�‡�•�‹�� �‹�•�ƒ�•�–�‹�˜�‘�˜�ƒ�•�ý�…�Š�� �«�‹�� �†�‡�Ž�‡�–�‘�˜�ƒ�•�ý�…�Š��

�‹�•�–�‡�”�ƒ�•�«�•�À�…�Š���†�‘�•�±�• VIM, SHP, SIM1, SIM2, DBD, WLM a �ƒ�•�–�‹�˜�•�À�Š�‘���•�À�•�–�ƒ E116. 

�x ���æ�‡�…�Š�•�›���˜�ƒ�”�‹�ƒ�•�–�›���‰�‡�•�—��WSS1 byly po transformaci do �–�‡�•�–�‘�˜�ƒ�•�ý�…�Š���•�•�‡�•�õ kvasinek 

Saccharomyces cerevisiae �‡�š�’�”�‹�•�‘�˜�ž�•�›�ä  

�x ���‘�—�«�ƒ�•�•�ž�� �œ�–�”�ž�–�ƒ�� �‰�‡�•�õ�� �������� �ƒ�� �������s�� �˜�›�˜�‘�Ž�ž�˜�ž�� �’�â�‡�…�‹�–�Ž�‹�˜�³�Ž�‘�•�–�� �•�˜�ƒ�•�‹�•�•�‘�˜�ý�…�Š�� �„�—�•�³�•�� �•�ƒ��
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