VETERINARNI A FARMACEUTICKA UNIVERZITA BRNO
FARMACEUTICKA FAKULTA
Ustav molekularni biologie a farmaceutické biotechnologie

Klonovani rostlinného genu pro peroxidazu

Brno 2015 Jiri Makatura
Vedouci diplomové prace: doc. RNDr. Milan Bartos, Ph.D.

doc. PharmDr. Petr Babula, Ph.D.



Anotace:

Peroxidaza je protein, ktery rostlindm umoznuje tvorbu polymeru ligninu. Ten je,
tvofen rlznymi monomery, odvozenymi od kyseliny skoficové, kterd je modifikovana
hydroxylaci, methylaci ¢i redukci a tak vznikaji prekursory ligninu véetné kyseliny ferulové,
horc¢icné, kavové, coniferylalkoholG apod. Kiniciaci polymerace je nutny vznik radikall
z téchto molekul. Ty pak samovolné polymeruji a vytvareji lignin. Rozsah lignifikace zavisi na

druhu rostliny a druhu pletiva.

Gen pro peroxidazu byl klonovan do bakteridlniho plasmidového vektoru za ucelem
nasledné pripravy eukaryotického systému urceného ke studiu funkce peroxidazy

v heterologickém systému.

Annotations:

Peroxidase is a protein, which allows plants to create lignin. Lignin molecule is
created by various monomers derived from cinnamic acid, which is modified by
hydroxylation, methylation or reduction. This way develop Precursors of lignin are formed by
this way including ferulic acid, mustard acid, caffeine acid, coniferylalcohols and so on. For
initiation of polymerization formation of radicals from these molecules is necessary. The
radicals spontaneously polymerize and create lignin. Lignification range depends on plant

species and type of tissue.

The gene for peroxidase has been cloned to bacterial plasmid to prepare eukaryotic
system in future. The eukaryotic system will be used to study of peroxidase function in

heterologous system.
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1. Uvod

VSechna Ziva stvofeni se skladaji zbunék - malych, membrdnou ohranicenych
jednotek naplnénych koncentrovanym vodnym roztokem chemickych sloucenin a vybavenych
mimoradnou schopnosti vytvéfet kopie sebe samych rlstem a délenim. Burky jsou
zédkladnimi funkénimi jednotkami Zivych organism( a Zivot zavisi na schopnosti bunék
uchovavat, tfidit a prekladat genetickou informaci.* To je podminkou k vytvoteni a udrzeni
Zivého organismu. Na tvorbé funkcnich struktur zivého organismu se rozhodujici mirou
podileji proteiny. To jsou makromolekuly, které provadéji vétSinu bunécnych funkci, slouzi
jako stavebni kameny vétSiny bunécnych struktur, mohou fungovat jako enzymy, které
katalyzuji bunécné chemické reakce, reguluji genovou expresi, umoznuji bunécny pohyb a
vzajemnou komunikaci. Informace pro tvorbu proteind, tzv. genetickad informace, je uloZena

v genech. Geny se nachdzeji na chromosomech v jadre.

Rekombinantni technologie dnes umoziiuje nejen cilené ménit genetickou informaci
vedouci k tvorbé pozménénych proteint, ale také prenaset genetickou informaci z jednoho
organizmu do jiného. Geneticka informace (ve formé DNA) mUzZe byt ZivocisSna, rostlinna i
mikrobidlni a mlze se zaclenit do bunék bakteridlnich, rostlinnych, Zivoc¢isnych, do kvasinek
¢i plisni nebo do celé rostliny Ci Zivocicha. K zaclenéni cizorodé DNA se pouzivaji uméle
zkonstruované vektory na bazi plasmidl nebo vird. Ty jsou pak transformovany do speciadlné
upravenych organismi, zejména prokaryotickych bunék Escherichia coli a Bacillus subtilis,

. . . , v vy 2
kvasinek Saccharomyces cerevisiae, do hmyzich nebo savcich bunék.

Produkty rekombinantni technologie dnes nalézaji vyuZiti vfadé primyslovych
odvétvi, ale také vterapii, nebo diagnostice onemocnéni. Produkty rekombinantnich
technologii jsou predevsim enzymy, peptidové hormony, vakciny, cytokiny, interferony.
V terapii cukrovky se dnes napfiklad béZzné pouzivd inzulin pfipraveny rekombinantni

technologii.?



2. Bunécna sténa a enzymy

2.1. Bunécna sténa rostlinné burnky

Bunécna sténa je jednim ze zdkladnich charakteristickych rys(, kterym se rostlinna
bunka odlisuje od buriky Zivocisné. Je primarni mechanickou ochranou bunky. Sestava ze ¢ty

skupin polymeri: celuldzy, hemiceluldzy, pektinu a proteind.’

Samotna bunécnd sténa ale neposkytuje dostatecnou ochranu celé rostling,
k tomuto Géelu slozi kryci pletiva.* Ta poskytuji ochranu nejen proti patogentim a nékterym
byloZzravym Zivolichim ale také chrani pred ztrdtou vody. Tato mechanickd ochrana
nadzemni casti se skldada hlavné zceluldzy, hemiceluldzy, pektinu a je impregnovana
ligninem a suberinem, dale mZe byt jesté zesilena z vnéjsi strany trichomy, které casto
obsahuji sekundarni metabolity a zvnitfni strany vrstvami bunék, které jsou také

impregnovany.®

2.2. Syntéza bunécné stény

Ontogeneticky nejstarsi ¢asti bunécné stény je stredni lamela, jejiz tvorba zacina
v posledni fazi bunécného déleni, kdy mikrotubuly v ekvatoredini oblasti vytvareji
fragmoplast.® Mezi stfedni lamelou a plasmalemou dcefinych bunék se tvo¥i nové primarni
bunécné stény sekreci membranovych vacka a syntézou celulosovych mikrofibril na povrchu

plasmalemy.’

Jiz béhem tvorby primarni stény nebo hned poté dochazi ke zvétSovani objemu
buriky. Strukturu primarni stény tvofi xyloglukany a pektiny syntetizované v Golgiho aparatu
a do buné&né stény jsou transportovany v sekretorickych vaécich.” Po ukonéeni expanzniho
rastu se v nékterych burikdch tvofi sténa sekundarni- tim, Ze ze strany plasmalemy se
na primarni sténu ukladaji nové vrstvy. Ty obvykle obsahuji, kromé celulézy, pektinl

xyloglukand a dalsich latek také 20- 30% ligninu.

Impregnace bunécnych stén ligninem je podstatnou soucdsti dfevnaténi. Lignin
sténdm dodava extrémni odolnost proti roztrzeni a rozlomeni a pfitom zachovava jejich

pruznost, zmensuje také jejich prostupnost pro vodu. Sténa je zpeviiovana zvySenim poctu



vazeb mezi latkami jiz prfitomnymi, i vkladanim latek syntetizovanych de novo. Lignin je
polymer, tvofeny rliznymi monomery, odvozenymi od kyseliny skoticové. Ta je modifikovana
hydroxylaci, methylaci ¢i redukci, a tak vznikaji prekursory ligninu véetné kyseliny ferulové,
hotc¢icné, kavové, coniferylalkoholl apod. To se déje v Golgiho aparatu, odkud jsou
prekursory ligninu exportovany do stény. Tyto latky jsou dehydrogenovany peroxidazami za
vzniku volnych reaktivnich radikall. Ty pak samovolné polymeruji a vytvareji lignin. Rozsah

lignifikace zavisi na druhu pletiva.®

Béhem zpevnovani se aktivuji enzymy nezbytné pro syntézu zakladnich stavebnich
kamen( ligninu, tj. aromatickych alkoholl - fenylalaninmonyumlidza (PAL), chalkosyntéza
(CHS) a chalkoizomeraza, i peroxidazy, které jsou nutné k polymeraci slozek bunécné stény.
Peroxidazy vazané v bunécné sténé katalyzuji polymerizaci fenolickych latek na lignin a také
vznik suberinu. ZvySuje se syntéza proteinl bohatych na hydrexipretinhydroxyprolin.
Aktivuje se NADPH oxidaza, lokalizovana na vnéjsi strané plazmatické membrany, kterd

katalyzuje vznik superoxidu (0,). ®

Impregnace bunécnych stén ligninem je podstatnou soucasti dievnaténi. Lignin
sténdm dodava extrémni odolnost proti roztrzeni a rozlomeni a pfitom zachovava jejich
pruznost, zmensuje také jejich prostupnost pro vodu. Sténa je zpeviiovana zvySenim poctu
vazeb mezi latkami jiz pritomnymi i vkladanim latek syntetizovanych de novo. Lignin je
polymer, tvofeny rGznymi monomery, odvozenymi od kyseliny skoficové. Ta, je
modifikovana hydroxylaci, methylaci ¢i redukci, a tak vznikaji prekursory ligninu véetné
kyseliny ferulové, horcicné, kavové, coniferylalkoholl apod. To se déje v Golgiho aparatu,
odkud jsou prekursory ligninu exportovany do stény. Tyto latky jsou dehydrogenovany
peroxiddzami za vzniku volnych reaktivnich radikalG. Ty pak samovolné polymeruji a vytvareji

lignin. Rozsah lignifikace zavisi na druhu pletiva.'

Béhem zpeviiovdni se aktivuji enzymy nezbytné pro syntézu zdkladnich stavebnich kamen
ligninu, tj. aromatickych alkoholl - fenylalaninmonyumlidza (PAL), chalkosyntdza (CHS)
a chalkoizomerdza, i peroxidazy, nutné k polymeraci slozek bunécné stény. Peroxidazy
vazané v bunécné sténé katalyzuji polymerizaci fenolickych latek na lignin a vznik suberinu.
Zvysuje se syntéza proteind bohatych na hydroxyprolin. Aktivuje se NADPH oxidaza,

lokalizovana na vnéjsi strané plazmatické membrany, kterd katalyzuje vznik superoxidu (Oy).

[ Naformatovano: horni index




Peroxiddzy vazané v bunécné sténé katalyzuji polymerizaci fenolickych latek na lignin a také

vznik suberinu.®

Obr. 1: Model impregnace bunécné stény ligninem, ptevzato z: kfrserver.natur.cuni.cz

Syntéza ligninu vychazi z fenolickych latek.” Prekurzorem vétsiny fenolickych latek
ptirodniho plvodu je kyselina Sikimova, produkt syntézy sacharidd vznikajicich pfi

fotosyntéze.
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Obr. 2: Syntéza kyseliny Sikimové
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2.3. Hlavni rostlinné fenolické latky

Pro fenolické latky je charakteristicky aromaticky kruhovy systém, ktery nese
minimalné jednu OH skupinu. Patfi mezi né mnoho latek, které maji dllezité fyziologické
jako: (1) prenasece elektrond, (2) ochrana pred UV zirenim, (3) lakadla opylovaci, (4)
fytoalexiny, atd. a (5) impregnacni material bunécénych stén a strukturalni materidl dodavajici

rostlindm stabilitu.™®

Tabulka 1: Pfehled uhlikatych skelet( jejich molekul Ize rozdélit do ¢tyf ttid:

Jednoduché fenoly hydrochinon, arbutin
Kyseliny fenolkarboxylové kys. galova, pyrokatechova, p- hydroxybenzoova
Fenylpropanoidy lignin, kumariny, skoticovy alkohol, skupina kyselin

skoficovych

Flavonoidy flavany, flavonoly, anthokyany

Pro syntézu ligninu jsou klicové fenylpropanoidy. Biosyntéza fenylpropanoidu vychazi
od aminokyseliny fenylalaninu, ktery je produktem jiz popsané Sikimatové metabolické
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drahy. Jejich charakteristickym znakem je tfiuhlikaty retézec pripojeny k aromatickému

fenolovému kruhu.'®

Obr. 3: Pfeména fenylalaninu v kyselinu trans- skoficovou plsobenim

fenylalaninamoniaklydzy, pfi reakci se uvolfiuje amoniak.

ClOOH COOH
H—(I: —NH, H—-|C
H—C‘:'*“H C—H

P - NH- ) ,J\‘ -
'/.r‘ X ¢ // \ )
l \ ) ) - \ ,‘I i
N N

Zakladnimi fenylpropanoidy jsou kyselina skoficova a jeji derivaty, které vznikaji jeji
modifikaci — hydroxylaci, methylaci ¢i redukci, a tak vznikaji prekursory ligninu v rostlinach se
b&iné vyskytujici kyseliny p- kumarovd, kavova, ferrulovd a sinapovd.’® Modifikace se
uskutec¢nuji v Golgiho aparatu, odkud jsou prekursory ligninu exportovany do stény. Tyto
latky jsou dehydrogenovany peroxidazami za vzniku volnych reaktivnich radikald. Ty pak

samovolné polymeruji a vytvareji lignin. Rozsah lignifikace zavisi na druhu pletiva.
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2.4. Peroxidazy
2.4.1. Funkce peroxidaz

Polymerazy pottebuji k polymeraci H,0, ktery vznikd oxidaci NADH a redukci
superoxidu (O;) na rozhrani plazmatické membrdny a bunécné stény. Pfi polymeraci vznika

voda.®

Schéma reakce®:

XH + XH + H,0, 2 X-X + 2 H,0

Obr. 4: Model teoretické molekuly ligninu, Pfevzato z: www.plantphys.net

DO
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Reakce je zprostfedkovana Ill. tfidou rostlinnych peroxidaz. Produktem reakce je<
opticky inaktivni, hydrofobni heteropolymer slozeny zH (hydroxyphenylovych),
G (guaiacylovych) a S (syringylovych) jednotek. Lignin je heteropolymer, ktery vznika

oxidativni polymeraci tfi monolignolli, p- coumaryl alkoholu, koniferyl alkoholu a sinapyl

11
alkoholu.

Obr. 5: Fenylpropanoidni metabolismus vedouci ke wvzniku monolignoll — p-kumaryl

alkoholu, koniferyl alkoholu a sinapyl alkoholu, pfevzato z: kfrserver.natur.cuni.cz
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Lignin dvoudéloznych rostlin je slozen prevainé z Konyferyl alkoholu a Synapyl alkoholu.

Lignin jednodéloznych rostlin je tvofen Konyferyl alkoholem, Synapyl alkoholem a Kumaryl

alkoholem.

Spravna syntéza ligninu je extrémné ndrocna. VyZzaduje velké mnozstvi uhlikovych<
zakladnich jednotek a redukujicich molekul. Rostliny nemaji enzymaticky aparat na rozklad
ligninu, takZe tvorba ligninu je nevratny proces. Zdievnatélé bunky prestavuji vyznamné ulozisté

uhliku, a proto musi byt vyvazeny pomér nové syntetizovaného ligninu a zdroju uhliku. Metabolismus

uhliku (alokace) musi byt proto enzymaticky fizen na mnoha trovnich.*

A pravé enzym pro peroxiddzu, kterd je pro dfevnaténi zdsadni jsem se rozhodl

izolovat, naklonovat a vlozit do genetické vybavy transformované buriky.

15
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2.4.2. Struktura peroxidaz

Peroxidaza je Zivotné dulezity glykoprotein, vrostlindch je kddovany velkym

mnozstvim gen(l. Izoformy tohoto enzymu jsou kédovany ve vice nez 100 sekvencich.™

Obr. 6: Hypoteticky 3D model enzymu, pfevzato z http://marid.bioc.cam.ac.uk

V peroxidazach jsou dobfe konzervované zbytky aminokyselin. Ve struktute byla dale
identifikovdna hemova struktura a mista vazajici vdpnik a substrat. Tyto Useky byly
v minulosti podrobné zkoumany. Vzhledem k ziskanym tdajim by mohla byt predpovézena
hypoteticka struktura membranové vazanych peroxiddz srovnanim se znamymi strukturami
peroxidaz s dostatecnou sekvencni podobnosti. Hypotetické 3D modely byly vytvoreny pro,

ZmPrx01, ZmPrx66, a ZmPrx70 (Mika et al., 2008 and Sottomayor et al., 2008).™*

Pocitacova analyza peroxidaz Ill. tfidy odhalila 13-21 a-Sroubovic a minimalné 2
a maximalné 11 B-listh., dale disulfidické mustky a glykosylovana mista. | kdyz vsechny

peroxiddzy obsahuji mezi 8 a 11 cysteinovymi zbytky s podobnymi pozicemi v sekvenci,
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predpovidané modely ZmPrx24, ZmPrx58, a ZmPrx81 odhalily méné disulfidovych vazeb, ve

srovnani s ostatnimi. Struktura téchto peroxidaz vyZaduje jesté dalsi zkoumani.'?

Detailnim zkoumanim peroxidaz se zabyval tym Doktora C. Gabaldéna (ja bych sem
dal odkaz na citacites-Angeles-Schoeldistrict). Jejich zasluhou byla urcena a naklonovana

primarni struktura peroxidazy Z. elegans. Geny kddujici peroxidazu se skladaji ze tfi exonl a

dvou intron(. Jejich struktura a pozice ukazuji na to, Ze tento enzym patfi do peroxidazové
skupiny, popisované v RyZi (Oryza sativa)a HuseniCku (Arabidopsis). Studium sekvenci
urcujicich peroxidazu ukazalo, Ze obsahuji identickou sekvenci 966 bp ORF kodujici
321aminokyselin, které se ovsem lisi na 5’ neprekladaném konci (5'-UTR). Ackoli je presna
Uloha tohoto Useku zatim neznama3, je témér jisté, Zze obsahuje informace, které se mohou
podilet na sekunddrni struktufe a interaguji s proteiny, které reguluji transport mRNA,
stabilitu a translaci. Nezraly polypeptid ZePrx obsahuje signalni peptid (N termindlni pro-
peptid) o 30 aminokyselinach, ktery tidi vazbu peptidu na membrdnu endoplazmatického

retikula.!?

2.4.3. Rozdéleni peroxidaz

Peroxidazy - katalazy (pojmenované podle dvou hlavnich enzymatickych aktivit), také znamé
jako neZivocisné peroxidazy, nebo bakteridlni, houbové a rostlinné peroxidazy s hemovou
strukturou. Tato skupina je patrné evolu¢né nejluspésnéjsi linii peroxiddz v eukaryotickych i
eukaryotickych burkach. V soucasné dobé spliuje kritéria pro zarazeni do této skupiny
priblizné 3630 proteind. Prvni klasifikace téchto enzymd byla prezentovana v roce 1992

Karyn Welinderovou. Rozdéleni bylo zaloZeno na strukturalni homologii, na které se autorka

pokusila o rozdéleni do tii hlavnich skupin;:®

Peroxidazy |. tfidy jsou intracelularni neglykosylované proteiny, které mizeme nalézt
v rostlindch, houbach a prokaryotech. Tyto proteiny nemaji ve své strukture disulfidické
mustky nebo vapenaté ionty. Tfida se dale déli na cytochrom C peroxidazy, peroxidazy-
kataldzy a peroxidazy kyseliny askorbové. Jejich hlavni funkci je likvidace nadbytec¢ného

peroxidu vodiku.”

Peroxiddzy Il. tfidy jsou vyhradné glykosylované proteiny svdpenatymi ionty,

disulfidickymi mustky. Skupina sestava zligninovych peroxidaz, manganovych peroxidaz
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a univerzalni peroxiddzy. Jejich hlavnim ukolem je degradace odumrelych ¢asti rostlinnych

tél. Jenom peroxidazy jsou totiz schopné degradovat rostlinny lignin."*

Peroxidazy lIl. tfidy tvori velkou skupinu, pfitomnou ve viech pozemnich rostlinach
s vyjimkou jednobunécnych ras. Jsou to glykosylované proteiny stejné jako peroxidazy Il.
tfidy a obsahuji vapenaté ionty a ¢tyfi nebo pét disulfidickych mustk(. Maji velmi duleZitou
roli ve dvou katalytickych cyklech. V peroxidazovém cyklu pfijimaji elektrony od rliznych
donor- molekul, jako jsou napfiklad fenoly a katalyzuji redukci H,O, A byl také popsan
samostatny hydroxylovy cyklus, ktery vede ke vzniku reaktivnich forem kysliku. V ddsledku
velkého poctu genll a poctu izoforem a funkci ve dvou katalytickych cyklech se peroxidazy Ill.
tfidy podileji na Siroké skale fyziologickych procesl, jako jsou obranné reakce rostlin,
elongace bunék, produkce kysliku a produkce ligninu a suberinu.’® Protoze se podileji
na velkém poctu fyziologickych procest, lze velmi snadno detekovat, jejich pfitomnost.

Nicméné pfifadit pfesnou roli pro kazdy izoenzym peroxidazy je stale jesté nemozné.*

Tato zakladni klasifikace byla dale upfesnéna a byla rozSifena rezsitena—-do dalSich
oddilt na zakladé prevladajicich specifik ve vSech tfech tfidach. Rozsahlé sekvenéni analyzy
genovych rodin ze vsech tii skupin vedly k zavéru, ze vSechny peroxidazy maji spolecného
predchidce ve tfidé Negibacteria. Existuje predpoklad, Ze v pribéhu evoluce se jiz
diverzifikované geny pro Peroxidazyy prenesly endosymbiézou do nové vytvorenych
eukaryotickych bunék. Podrobnéjsi fylogeneticka analyza peroxidaz Il. tfidy a nékolika
vybranych zastupcl z I. a lll. tfidy, odhalila Ze I. tfida se oddélila od hlavni vyvojové linie

velmi brzo a zbylé dvé proly dalsim vyvojem.™

V zavislosti na jejich interakci s komponenty bunécéné stény je lze jesté dale rozdélit

do t¥ skupin®*:
a) volné navazané proteiny s malo nebo Zadnymi interakcemi s komponenty bunécné stény;
b) slabé vézané proteiny pfedstavujici hydrofobni nebo iontové interakce s matrici—;

c) silné vazané proteiny, které jsou zesiténé s komponenty bunécné stény kovalentni vazbou
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2.5. Charakteristika procesu lignifikace a peroxidaz Zinnia elegans

Jako organismus vhodny k ziskdni genetické informace jsem zvolil Zinnia elegans,
protoZe studiem jeji peroxidazy se jiz zabyval prof. Gabaldén (viz. vySe). Rostlina roste velmi
rychle a je nendro¢na na péstovani v laboratornich podminkach.? Tato rostlina je navic bézné
vyuZivand jako model pro studium diferenciace xylemu. Rostlina se k tomu U¢elu dobfe hodi
diky dvojakosti dfevnaténi na stonku a hypokotylu a diky komplementu izoenzymd, ktery je
témér omezen na bazicky izoenzym. Proces dfevnaténi Zinnie je unikatni vtom, Ze béhem
svého vyvoje umoznuje studovat dva modely drevnaténi. Prvni se vyskytuje
unahosemennych a druhy u krytosemennych rostlin. Produktem lignifikace je opticky
inaktivni, hydrofobni heteropolymer slozeny z H (hydroxyphenylovych), G (guaiacylovych)
a S (syringylovych) jednotek.*

Zatimco hypokotyl rostlin starych 25- 30 dni je slozen z G / S jednotek v poméru
42/58, tak lignin stonku obsahuje vyznamné mnozstvi H jednotek v H / G / S poméru. Tak
tedy S jednotky prevaZuji v hypeketylu—zatimeshypokotylu, zatimco G jednotky prevazuji ve

stonku. V tomto ohledu je Z. elegans typicky predstavitel krytosemennych. Lignin mladého

stonku se podoba ligninu nahosemennych rostlin, protoze (H + G) sam tvofi 78% ligninu

stavebnich blokad. ™

2.6. Drevnaténi Cinie

Vyvoj prvniho internodia Cinie mGzZeme rozdélit do tfi jasné definovanych fazi, které
jasné urcuji morfologii rostliny a charakteristické drevnaténi. Prvni faze urcuje tvar prvniho
paru pravych listl, a béhem této faze zacina byt vidét prvni internodium. Na konci této faze
zacind byt formujici se xylem pozorovatelny optickym mikroskopem. Utvafi se 12 cévnich
svazkd, zatimco vlakna floemu zlstavaji nedostate¢né vyvinuta. V této fazi jsou naznaky
ligninu viditeIné pouze za poutziti fluoroglucinolového testu a vldkna floemu jesté nejsou

v vizs 1
zdfevnatéla.”®
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Druha faze vyvoje kmene (stonku), tj. 3. aZ 6. den po objeveni prvniho paru pravych
list, v ni rostlina plné vyuZiva rlstovy potencidl prvnich internodii. Stejnad faze nastava ve
formaci xylemu, ktery vtéto fazi tvofi az 18 ligninovych svazk( viditelnych po
fluoroglucinolovém testu. Na konci této faze (6 dnli po objeveni prvniho paru pravych listd)
se obsah ligninu ve stonku zvySuje maximalni rychlosti, prestoZe je omezeny pouze na oblast

xylemu. Vlakna floemu jsou pouze slabé vidét po fluoroglucinolovém testu.'®

Treti faze 6. az 9. den je charakterizovana viditelnou ztratou prodluzovaciho
potencidlu prvniho internodia, po devatém dni se to projevi Uplnou ztratou rlstového
potencialu. Na konci této faze je xylem maximalné vyvinuty a floem zacina dfevnatét, coz se
opét snadno prokaze fluoroglucinolovym testem. ProdluZovaci rist je nahrazen tloustnutim

a dal3i vyvoj xylemu zatina pozdéji.”®
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Dejte pozor na to, Ze tento obrdzek presahuje okraje stranky!

Obr. 7: Model diferenciace xylemu u rostliny Zinnia, ptevzato z www.kfrserver.natur.cuni.cz

A) kruhovy B) spirdini C) sitkovy D) dirkovany

Produkce H,0;, xylemem Cinie je komplikovany proces, v jehoZ regulaci hraji klicovou roli
kalmodulin, fosfolipdza C (citlivd na neomycin sulfit) a proteinkindza (citlivd na
staurosporin). Tato specificita produkce H,0, poukazuje na analogii mezi mechanismem
produkce H,0, béhem lignifikace v xylému a v oxidativni reakci pfi hypersenzitivni reakci

rostliny na stres. **
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2.7. Poskozeni rostlin a jejich obrana

Proboha, uz jsem to fikal, tady mate jinak citovanou literaturu!

Apoplastické peroxidazy Ill. tfidy maji klicovou roli vreakci rostlin na infekci
patogenem a abioticky stres, napfiklad poranéni. Rliznd poranéni predstavuji pro rostliny
naprosto bézny stres, ktery mlize byt zplsoben hmyzem, spasanim dobytkem, nebo jako
disledek zemédélskych praktik. BéZné mechanické poranéni ihned indukuje rychlou aktivaci
genll pro peroxidazu, a tvorbu reaktivnich forem kysliku. Je dokdzano, Ze tato obranna
reakce souvisi s aktivaci i jinych apoplastickych enzym(. Pozdéjsi reakce na poranéni zahrnuji
rizné formy hojeni napfiklad peroxiddazou Fizenou suberinizaci nebo bunéénou smrt.
Dostupné udaje naznacuji, Ze reaktivni formy kysliku zprostfedkovavaji bunécnou smrt
i signalizaci ostatnim bunkam. Peroxiddzy jsou zodpovédné za tvorbu i likvidaci téchto

molekul.*®

U rostlin se béhem evoluce vyvinul efektivni mechanismus uvolfiovani ROS spolecné s

aktivaci fenylpropanoidové metabolické drahy. (Collinge and Slusarenko, 1987), depozici

kaldzy a Fizenou polymeraci a zesitovanim fenolickych latek bunééné stény (Bradley et al.,
1992). Dalsi zplisoby obrany jsou suberinizace bunééné stény (Bernards et al., 1999), a fizena
bunécna smrt (Cui a kol., 2013) Produkce ROS, jako je peroxid vodiku (H,0;), superoxidu (O)
a hydroxylového radikalu (HO) - a reaktivnich forem dusiku, jako je oxid dusnaty (NO) jako
reakce na zranéni ve spojeni s kontrolou redoxnich reakci pfi hojeni ran, jsou rysy spole¢né
rostlindm a ZivoCichim. Prudké oxidativni reakce mohou pfimo zabit patogeny. ROS
zprostredkovavaji degradaci jejich protein, nukleovych kyselin a rozklad bunécnych
membran, a také inhibuji kliceni spor patogeni. Napfiklad, aplikace 25 uM H,0, na
Peronospora tabacina, Cladosporium cucumerinum a Colletotrichum lagenarium zcela
inhibuje kliceni spor v téchto patogen(i (Peng a Kuc 1992). ROS usnadnuji dfevnaténi
a suberinizaci tkané v misté poranéni, ¢imz omezuji Sifeni infekce. Systémové obranné
reakce zahrnuji produkci obrannych bilkovin, tzv defensin(, které se hromadi v poranénych
listech a také ve vzdalenych neporusenych listd (Green a Ryan, 1972). Podle Ledna et al.
(2001), tyto indukovatelné proteiny mohou provadét opravy poskozené tkané, a produkovat
latky, aby se zabranilo Sifeni patogenu a upravovat metabolismus poskozenych rostlin, které
maji po zranéni zménéné nutricni naroky. Peroxidazy zda se, se zapojuji témér do vSech

téchto déjl. Prvni, kdo prokazal prinos prudkych oxidativnich reakci (oxidative burst) a jejich
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pfimou souvislost s peroxidazami pri kontaktu s patogenem byl Profesor Paul Bolwell

(Bolwell et al., 1995, Robertson et al., 1995 a Bolwell, 1996).16

Poskozeni rostlin zatim véda chape nespravné, protoZe v laboratofi se rostliny
poranuji ¢asto pouze nozi a ldmanim. Je proto zajimavé, Ze i bez zranovani, tedy jenom

mirnym mechanickym naméahanim mudzeme zvysit redoxni aktivitu. ( Benikhlef et al., 2013).

Uvolnéni peroxidazy do apoplastu je tedy brzkou odpovédi rostliny na poranéni (Minibayeva
et al., 2009), tato reakce je také dobfe dokumentovana u rostlinnych odpovédi na patogeny
(napf. Lehtonen et al., 2009). DulezZité je, aby konkrétni Apoplasticky enzym byl pfitomen na
spravném misté ve spravny cas, aby plnil svou funkci. To vSak zavisi nejen na genové
transkripci a syntéze bilkovin, ale také na sekreci a cileni na misto akce (PENEL a Dunand,
2009). Okamtzité zvyseni aktivity peroxidazy ihned po poranéni obvykle trva alespon nékolik
hodin, a ¢asto predchazi hromadéni transkriptl peroxidazy (Holm et al., 2003) To naznaduje,
Ze uvolnovani peroxiddzy do apoplastu a aktivace jejich post-translacnich modifikaci je
zodpovédné za okamizité zvySeni jejich aktivity, mimo jiné to dokazuje, Ze uvolnéni
Apoplastickych peroxidadz je zprostfedkovano ménicimi se podminkami prostfedi (Fecht-
CHRISTOFFERS et al., 2003). Bunécna sténa ma zfejmé obrovskou schopnost akumulovat
razné izoformy peroxidazy. V kultivovanych burikdch Catharanthus roseus , byly pouze 4% z
celkové aktivity peroxidazy vylucovany do rlistového média ve srovnani s 45% protoplastd
(Mera et al., 2003). Nékteré apoplastické peroxidazy vykazuji abilitu k vapenatym iontlim a

v zavislosti na nich méni konformaci pektinu ( Carpin et al., 2001). Regulace sekrece

peroxiddzy byla pozorovana na mnoha prikladech, ale dosud se nepodafilo objasnit jeji
mechanismus. Timto by se mozna dal vysvétlit vliv peroxidaz na mista v bunécné sténé, kde

mohou produkovat a odstrafiovat ROS ( Delannoy et al., 2003). Mnoho peroxidaz Ill. tfidy ma

presné urcenou strukturu motiv( vazajich Ca ionty. ( Cosio and Dunand, 2009). Exogenni

aplikace Ca®' stimuluje aktivitu Cisté apoplastické peroxiddzy. (Minibayeva et al.,

2009 a Plieth _and Vollbehr, 2012). Dale bylo prokdzano, Ze extracelularni peroxidaza

izolovand zlatexu rostliny Euphorbi ma afinitu ke kalmodulinu, Ca2 + a je to tedy
dependentni regulacni protein, a je silné aktivovan soucasnou pritomnosti kalmodulinu a
Ca2 + (Mura et al., 2005). Vzhledem k jejich komplexnim biochemickym vlastnostem, muze

byt ¢innost Apoplastické peroxidazy regulovana na nékolika drovnich."
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Jedna z nejcastéjsich klasifikaci extracelularnich peroxidaz je zaloZena na jejich
isoelektroforetické mobilité, a jsou klasifikovany jako aniontové, kationtové nebo neutralni,
(Kukavica et al., 2012). Zmény Apoplastického pH, proto predstavuji spinaé, ktery mize
vyvolat aktivaci konkrétni izoformy peroxidazy. Je dobfe znamo, Ze po napadeni patogenem
dochazi k alkalizaci Apoplastického média béhem 15-20 min, a shoduje se s prudkym
narGstem koncentrace ROS (Bolwell et al., 2002). Podobné zmény pH se vyskytuji také
v—vreakci na zranéni (Minibayeva et al.,, 2009). K rychlym prechodnym zménam
Apoplastického pH mlze dojit zménou v Cinnosti draselnych a vapenatych kanald béhem
oxidativniho vzplanuti (Bolwell a kol., 2002) a také sekreci rychlého alkalizaéniho faktoru
(RALF). Tento peptid, ktery zplsobuje rychlou alkalizaci média pro bunéénou kultivaci, byl
objeven v tabaku, vojtésce, rajcatech a topolu (Pearce a kol., 2001 a Haruta et al., 2014).
Mezi faktory, které ovliviiuji aktivitu Apoplastické peroxidazy, patfi rGzné posttranslacni
modifikace, jako je glykosylace a fosforylace, které mohou zvysit Ucinnost a univerzélnost
peroxidaz (Gabalddn et al., 2007). Vétsina vylucovanych peroxidaz je silné N-glykosylovana, i
kdyZ glykanova ¢ast mlzZe byt v rozmezi od 0% do 25% celkové molekulové hmotnosti
(Welinder, 1992). Glykosylace peroxidaz Ill. tfidy se zdad byt zapojena do usporadani
proteind, stabilizace enzyma a jejich katalytickych aktivit (Van Huystee et al., 2004). Uplnou
glykosylaci precisténych peroxidaz z cinie elegans se dvéma predpokladanymi misty N-
glykosylace (181-NSTL a 191-NRSL) se sniZila jejich schopnost oxidovat monolignoly
(Gabaldédn et al., 2007). Oboustranna fosforylace protein(i je dalsi regulacni mechanismus
zdvod signdlnich drah v reakci na zranéni. Dostupné Udaje naznaluji, ze fosforylace /
defosforylace Apoplastickych peroxiddaz umoznuje doladéni jejich Cinnosti pfi rychlé reakci

rostlin na poranéni."’

Bezprosttedni navySeni oxidacnich reakci po zranéni maze byt kratkodobé, napf. 10-
20 min pro excizi v nékterych semenech (Roach a kol., 2008, Roach a kol., 2010 a Roach
a kol., 2014), aviak ve vétiiné ptipadd trvd mnohem déle. Casto se silnd korelace nachazi
mezi narlstem produkce ROS a aktivitou peroxidazy, coZ naznacuje, ze kromé své klasické
role H,0, detoxikaci, jsou nékteré rostlinné peroxiddzy schopny oxidacni aktivity pro
generovani H,0, pfi fyziologickém pH prostfednictvim pfimych a nepfimych mechanisma (viz
hodnoceni podle Bolwell a Wojtaszek, 1997, Ros Barceld, 2000, Bolwell et al., 2002, Kawano,
2003, Mika a kol., 2004, Almagro et al., 2009 a O'Brien a kol., 2012a ). Teoreticky mohou
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peroxidazy generovat H,0, redukci sloucenin konjugovanych ze Zeleza a kysliku

(oxyperoxidazy).*’

Identifikace latek, které svoji redukci umoznuji peroxiddzam vytvoreni o v apoplastu
je zasadni pro pochopeni role peroxidadzy v narlstu oxidacnich reakci. V Gvahu pfipadaji
kyselina dihydroxyfumarova, indol-3-octova kyselina, NAD (P) H, a rlizné sulfhydrylové
molekuly, které spliiuji poZadované vlastnosti pro vznik ROS in vitro (Penel a Dunand,

2009)."

Nicméné, v reakci na zranéni to muiZe byt pravé sekrece téchto latek, co zvysi

redukcni potencidl, ktery zapficini oxidativni reakci. Ve skute¢nosti mohou exogenni aplikace

redukéniho Cinidla jako je NADH stimulovat apoplastickou produkci kyslikovych O, 05

[ Naformatovano: dolni index

Radikataradikall. (Minibayeva et al., 2009).

Peroxidazy jsou klicovymi prvky i v pozdéjsich stadiich reakce rostlin na zranéni,
napfriklad posileni bunécné stény prostrednictvim polymerace makromolekul, které jsou pak
uloZeny na extraceluldrnim povrchu, a také zesiténi slozek bunécné stény (Almagro et al.,,
2009) Dehydrogenativni oxidace fenolickych substratl peroxidazou vede k tvorbé fenoxy
radikald a nasledné kopulaci nestabilnich radikald, které dale vedou k ne-enzymatické
polymeraci monomer( (Hiraga et al., 2001) Hydroxycinnamylové druhy alkoholl se
polymeruji do ligninu, zatimco hydroxyskoricové kyseliny, které obsahuji alifatické skupiny,
jsou zaclenény do vysoce hydrofobniho suberinu. Suberin se uklada okolo zranénych pletiv

(Hiraga et al., 2001). Nékteré genetické dlkazy pro role peroxidaz ve zranénim indukované

polymeraci ligninu a suberinizaci existuji; napfiklad, zplisob prostorovd a ¢asova exprese ran-
indukovatelnych aniontovych peroxidaz silné koreluje s depozici suberinu (Bernards et al.,

1999 a Bernards a Razem, 2001)."

Dvojitd cinnost peroxidaz bunécné stény. Peroxiddzy jsou schopné generovat
reaktivni formy kysliku (ROS), jako jsou OH a HOO’, ale také mohou regulovat uUroven
peroxidu vodiku (H,0;). Proto hraji klicovou roli v bunécném ristu tim, Ze fidi jemnou
rovnovahu mezi uvolfiovanim proteint bunééné stény (leva ¢ast obrazku) a de novo syntézou

bunéené stény / (prava &ast obrazku). H / PRPs = Hydroxyprolin / Proline-Rich proteiny.**

25

[ Naformatovano: horni index



http://www.sciencedirect.com.katalog.vfu.cz:2048/science/article/pii/S0031942214002593#b0240

Obr. 8: Znazornéni dvojitého plsobeni peroxidaz
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3. Cil prace
Cilem mé prace bude klonovani rekombinantniho genu pro peroxidazu z mRNA po

zpétné transkripci a amplifikaci metodou polymerazové retézové reakce jako cDNA.

Sekvence cDNA bude ovérena sekvenovanim nebo PCR.
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4. Material a metody

4.1. Priprava materialu k izolaci mRNA a pasazovaci médium

Na tuhém MS médiu jsem nechal vykli¢it nazky Zinnie elegans. Tyto nazky bylo nutné« [Naformétovéno: Zarovnat do bloku ]

zbavit veskerych jinych organismi. Za timto Ucelem jsem je oplachl v sapondtu a potom
v destilované vodé. Takto ocisténé nazky jsem vlozZil do tuhého MS média a nechal 5 dni

inkubovat. Z vyrostlych rostlinek jsem odstfihl déloZni listky a ty dale pasazoval.

Pro pasazovani kalusd Zinnie elegans jsem pouzil tuhé MS médium.*® Jako zpeviiujici
slozku jsem poufZil agar. Médium bylo zakoupeno od firmy DUCHEFA BIOCHEMIE a jeho

sloZeni je uvedeno v Tabulce 2.

Tabulka 2: SloZeni média pro pasaZovani kalus

slozka Mnoizstvi (mg/L)

MgS0,. 7H,0 370 K1 0.83
CaC1,.2H,0 440 H3BO3 6.2
KNO3 1,900 Na;My04x 2H,0 0.25
NH4N03 1,650 COC12x GHzo 0.025
KH,PO, 170 Sucrose 30,000
FeS04« 7H,) 27.8 Myo-Inositol 100
NaEDTA 373 Nicotinic Acid 0.5
MnSO;, 4H,0 22.3 Pyridoxine 0.5
ZnS0,4, 7H,0 8.6 Thiamine HC1 0.1-1
CuSO04,5H,0 0.025 Glycine 2

Médium jsem sterilizoval autokldvovanim (teplota 121°C; pretlak 1,2 kg/cm2)

po dobu 30 min.

4.2. lzolace RNA

Jako vhodny materidl k ziskdni RNA jsem si zvolil buriky z apikalniho meristému mladé

rostlinky. K izolaci jsem pouZil RNeasy Plus Mini Kit od firmy QUIAGEN.

Postup:

1. ZMS media jsem odebral priblizné. 2,5 g kalusu zrostliny Zinnia elegans. Celé

mnozstvi rostlinné tkdné jsem prenesl do tfeci misky a zalil dostate¢nym mnoZstvim
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10.

11.

tekutého dusiku a ihned zacal tfit tlouckem. Po Uplném rozruseni materialu jsem
pridal 350ul RLT Pufru. RLT pufr je nutny pro dokonceni lyze bunék a inhibuje RN&zy.
Pokracoval jsem v tfeni, aZ vznikla naprosto homogenni smés bez viditelnych
usazenin.

Pfenesl jsem lyzat do kolonek s vrstvou uzplsobenou k zachyceni zbytkd bunécéné
stény, které byly vsunuty do sbérnych kolonek, a odstfedoval na centrifuze 2 minuty
pfi maximalnich otackach.

Pfenesl jsem homogenizovany lyzat do gDNA eliminacénich kolonek umisténych ve
sbérnych kolonkach a centrifugoval 30 s pfi vice nez 10 000 otackach za minutu. Na
membrané gDNA eliminacni kolonky zlstala gDNA a pro dalsi praci jsem pouiil
slozku, ktera prosla pfes membranku.

K materidlu jsem pfidal 350 ul 70% ethanolu, ktery zajistil odstranéni zbytk( DNA.
Prenesl jsem 700ul materidlu, ve kterém se miZe utvofit srazenina, do RNazy
centrifugaéni kolonky, umisténé ve sbérné kolonce. Centrifugoval jsem 15 s pfi

10 000 otackach za minutu. Pro dalsi praci jsem pouzil material zachyceny na
mambrance a ¢ast, kterd protekla, jsem odstranil.

Pridal jsem RW1 pufr do RNazy odstredivé kolonky a odstifedoval 15 s pfi 10 000
otackach za minutu. Tento pufr slouzi procisténi membrany v odstredivé kolonce.

Do té samé kolonky jsem pfidal 500ul RPE pufru a centrifugoval 15s pfi 10 000
otackach za minutu. Cast, kterd protekla, jsem odstranil.

Krok 8 jsem opakoval jesté jednou, odstifedoval jsem 2 minuty. RPE pufr je schopen
vymyvat RNazy, které je potfeba odstranit. Vymyji se a zUstanou ve sbérné kolonce.
RNaza odsttedivou kolonku jsem umistil no nové sbérné kolonky a odstfedoval na
pIné otacky (asi 150 000 otacek za minutu) po dobu 1 min. Cast, ktera protekla, jsem
odstranil. Na membrané mi zistala izolovana RNA.

Kolonku s izolovanou RNA jsem no nové sbérné kolonky a pfidal 40ul ciSténé vody.
(prostou enzymd, které by mohly rozloZit izolat). Kolonku, s membrankou, a vodou
jsem umistil do nové sbérné kolonky. Odstfed'oval jsem 1 minutu pfi 10 000 otackach

za minutu. Do sbérné kolonky protekla voda s izolovanou RNA.
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Obr. 9 Schéma izola¢niho postupu:

Proces izolace RNA

Buriky, nebo tkan

Tj Rozklad (lyza) a homogenizace
E ) Odstranéni
Kompletni Genomova  genomové
RNAp DNA DNA
Pridani
ethanolu
= Vazba
kompletni
15N\ Kompletni RNA
RNA
E Cisténi
e@ Vymyti
Vymyta RNA

Prevzato z RNeasy Plus Mini Handbook 09/2010
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4.3. Média pro praci s bakterialnimi burikkami E. coli

Selekéni média

LB médium selekéni s ampicilinem

LB-Broth (DIFCO) 0,25¢g 2,5 % (w/v)
Ampicilin (100 mg/ml) 10 ul 100 pg/ml
Destilovana voda 10 ml

LB agar selekcni s ampicilinem

Destilovand voda 10 ml

LB-agar (DIFCO) 0,4¢g 4,0 % (w/v)
Ampicilin (100 mg/ml) 10 ul 100 pg/ml
X-gal (20 mg/ml) 20 ul 40 pg/ml
IPTG (23,8 mg/ml) 10 ul 23,8 pug/ml

LB médium selekéni s ampicilinem a chloramfenikolem

Destilovand voda 10 ml

LB-Broth (DIFCO) 0,25¢g 4,0 % (w/v)
Ampicilin (100 mg/ml) 10 ul 100 pg/ml
Chloramfenikol (17 mg/ml) 20 ul 34 pg/ml
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LB agar selekéni s ampicilinem a chloramfenikolem

Destilovand voda 10 ml

LB-agar (DIFCO) 04¢g 4,0 % (w/v)
Ampicilin (100 mg/ml) 10 ul 100 pg/ml
Chloramfenikol (17 mg/ml) 20 pl 34 pg/ml

4.4. Elektroforéza nukleovych kyselin v agar6zovém gelu

1,5% agarézovy gel

0,5x TBE pufr 30 ml 80 ml
Agardza 0,45g 12¢g
ethidiumbromid (0,15 mg/ml) 30 ul 80 pg/ml
5x TBE pufr (5x tris-boratovy pufr)

Kyselina borita 27,5¢
Trishydroxymethyl-aminomethan 54g

EDTA (pH 8,0) 20 ml

Destilovand voda Do 1000 ml
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6x GLB (nandseci elektroforeticky pufr s barvickou)
Bromfenolova modf 0,5¢g
Glycerol 50 ml

1x TBE pufr do 200 ml
5. Vysledky

5.1. PasaZovani a tvorba kalusu

Nazky Zinnie elegans jsem nechal vyklicit s tuhém MS médiu.’®Z mladych rostlinek ( Naformatovano: Pismo: 12 b.

jsem odstfrihl klicni listky a ty pak dale pasazoval pfi stalé laboratorni teploté kolem 25 °C.

Obr. 10: Kalusy v laboratofi

B v

33



1
-i
-
_

5.2. Urceni sekvence genu a navrh primert pro amplifikaci

Z védeckého ¢lénku prof. Gabaldona' byla ziskana informace o nukleotidové« | Naformatovano: Zarovnat do bioku |

sekvenci a podle ni nevrieny primery, které byly objednany u firmy GeneriBiotech (Ceska
republika).

Nukleotidova sekvence RNA kddujici enzym peroxidazu. Navrzené primery jsou podtrZeny.
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TCCCAGTCAC
GAATTGGGCC
TCGCCCTTCT
GAAGCTAAGC
ATATTATGAG

GACGTTGTAA
CTCTAGATGC
AATACGACTC
TACTTACTCT
TTATCATAAG

AACGACGGCC
ATGCTCGAGC
ACTATAGGGC
TAGTTATAAA
TCAAGTGGAA

TTATATCAGT
CCACATGCCC
ACCGTCGCAA
GTGATGCCTC
GTGTGTTGGG
GAGTTGTTTC
GTGGGCCGTC
AAGCCGCAAC
CCAATAAGGG
AGGCGAGATG
ATTTTAACAG
CACTTGATTT
GTAGGGGTCT
TGACTGAGTA
AGATGAGTGA

ATCCCAGTTA

TTCTGCATGT
AAAAAAAAAA

GAACTACTTC
TACTGCACTT
TGCAGCCTTG
TCTTTTGCTA
CTATGAAGTT
GTGTGCTGAT
ATGGACAGTA
TGATCTTCCA
ACTCAACACA
TATAAGGTTC
ATCCCTTAGC
GGTGACACCA
TCTTATATCA
TGTCAACAAT
AATTGGTGTT
AAAAAAAATA
GTTGTAATTC
A

ATGTCATGTA
TCAACCATTC
GTCATTCGCC
TCAGGTGCTG
ATAGATGCCG
ATACTAGCGG
AGACTTGGAA
AGAGGGAACA
AGAGAAATGG
AGGGGAAGGA
CAAGCCTGCC
AATTCGTTCG
GACCAGGTGC
CCTGCAACGT
GTTACTGGTA
AGGAGATGTG
CGTAAAATGA

Primer forward ZINF

5°ATG AGT TAT CAT AAG TCA AG 3°

Primer reverse ZINR

5°TTA ACT GGG ATT ACC GCA AA 3~

Délka amplikonu = 966 bp
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AGTGAATTGT
GGCCGCCAGT
AAGCAGTGGT
CATCAGCCTC
CTACATTAAT
ACGCTCAGTT
GAACTTCTAT
TTCTTTTTCA
GTAGTGAGAG
CCAAAGCTGC
TTGCAGCTCG
GAAGAGATTC
TGGTTTTAAG
TCGCCTTATC
TATACAACAG
CACCAACCGG
ACAACAACTA
TTTTTAACGC
TTGCCGCTGA
CTAGTGGGAT
ATGTTATATA
ATAAAAGTCT

AATACGACTC
GTGATGGATA
ATCAACGCAG
AAGCTTTTTT
GGTTCCTCTA
GTCAACCACC
CAGAAGTTCG
CGATTGTTTT
GGCGTCACCT
GGTTGAAAGG
TGATGCTTCA
TACAACTTCG
TCAACTTATT
AGGATCTCAC
TACATTAAGA
TAACGATGCT
CTACAGGAAT
TGACTCTACC
TTTTGCTGCA
TGTAAGGACT
TGTGCAGTTA
CCTTTCAAAA

ACTATAGGGC
TCTGCAGAAT
AGTACGCGGG
CTCTTCACTA
TTTATGTTAC
TTTTACGATA
GTTTCAAGCA
GTTCAGGGAT
GCCAATGACG
GTGTGTCCTG
GTTGCGGTTG
AACGCGGCAC
AGTAACTTTG
ACACTCGGTC
ATAGAACCTA
ACCTTGCGAC
CTTGTCACAA
GATAGCATCG
GCCATGGTTA
CTTTGCGGTA
TAAACAAGTA
TAAAAAAAAA



5.3. lzolace RNA

Izolovand RNA byla podrobena elektroforéze v 1,0% agarézovém gelu (12V/cm,90 minut),
vysledek je zaznamendn na obr. 11. Ze 100 mg vstupniho materialu je mozné ziskat

priblizrepriblizné 45 ug RNA. Ja jsem z 1,5 g tedy ziskat-mohl ziskat priblizné 675 ug RNA

Obr. 11: Vysledek izolace RNA;-

1 2 ladder
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5.4. Amplifikace

Gen pro peroxidazu jsem amplifikoval pomoci metody polymerazové fetézové reakce

(PCR).

Pro zjisténi vhodné teploty annealingu (faze, pfi které se primery ptipojuji«

k jednotetézcové matrici) jsem zvolil teplotni rozmezi od 50,0°C do 65,0°C. Pfesné teploty

jsou uvedeny v tabulce 3. Z dosaZzenych vysledk( je patrné, Ze nejvhodnéjsi teplota pro

annealing byla 52,2 az 61,0°C.

Tabulka 3: Teploty annealingu v jednotlivych reakénich jamkach

zkumavka

10

11

12

teplota [°C]

50,0

50,4

51,3

52,5

54,2

56,4

58,9

61,0

62,7

63,9

64,7

65,0

V Tabulce 4 je uvedeno sloZeni reakénich smési pro PCR. V prvni Casti tabulky je seznam a<

mnozstvi jednotlivych vstupnich komponent pro uskutecnéni jedné reakce, druhé potom

mnozstvi pro patndactindsobek reakce.
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Tabulka 4: Smés pro PCR-

komponenta Mnoistvi [ul] Mnoistvi [ul] x 15
Tag Man Rt enzyme mix 0,25 3,8
Tag Man RT PCR mix 5,00 75,0
primer ZinF ( 100uM) 0,25 3,8
primer ZinR ( 100uM) 0,25 3,8
Templat (RNA) 1,00 15,0
voda 3,25 49,0

V Tabulce 5 je PCR program, ktery mél zajistit zisk klon{i DNA v dostate¢ném mnoZstvi«

pro Uspésnou transformaci. Kroky 3, 4, a 5 jsem uzavrel do cyklu, ktery jsem nechal opakovat

34x.

38

Naformatovano: Odsazeni: Prvni
fadek: 1,25 cm




Tabulka5: Struktura PCR programu

Program ZINNIA
Krok €.
teplota [°C] doba trvani [s]

1 RT 48 900

2 AKT 95 600

3 DEN 95 15

4 ANNEALING (50-65) 20

5 Polymerace 60 40

6 60 30

7 10 bez konce

8 END

Vytézek amplifikace jsem zhodnotil po provedeni elektroforézy na 1,5% agarézovém- Naformatovéno: Odsazeni: Prvni

fadek: 1,25 cm

gelu. Pro tento Ucel jsem pfipravil 1,5% agardzovy gel, do prvni jamky jsem nanesl ladder
vmnozstvi 5 pl, do dalSich vzorky v mnoistvi 2ul + 3ul promichané s koncentrovanym

nanasecim pufrem (6xGLB). Elektroforéza probihala pti 120 V 120 minut.
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Vysledek 1. Amplifikace je zaznamenan na obr. 12

Obr. 12: Amplifikace €. 1.

Cislo reakéni jamky

12 3 456 7 8 9 10 1112 ladder(2x)

Vysledek prvni amplifikace byl neuspokojivy, protoze amplikony nevznikaly+ Naformatovano: Odsazeni: Prvni
fadek: 1,25 cm

v dostateéném mnoistvi. Jako mozZné reseni jsem upravil program ZINNIA. Jeho algoritmus /

struktura je v tabulce 6.
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Tabulka 6: Upraveny program ZINNIA

Program ZINNIA
Krok €.
teplota [°C] doba trvani [s]

1 RT 48 900

2 AKT 95 600

3 DEN 95 15

4 ANNEALING (50-65) 90

5 Polymerace 60 40

6 60 30

7 10 bez konce
8 END

Po provedenych zménach uz byla kvalita i

patrné z obr. 13.
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Obr. 13: Amplifikace €. 2

Cislo reakéni jamky:

123 456 78910 1112 ladder

Pro vyhodnoceni amplifikace jsem pouzil elektroforézu v agarézovém gelu. Pfipravil« Naformatovano: Odsazeni: Prvni

fadek: 1,25 cm

jsem 1,5% agarozovy gel, do prvni jamky jsem nanesl ladder v mnozstvi 5 ul a vzorky jsem
promichal s koncentrovanym nanasecim pufrem (6x GLB), a to 5 pl vzorku a 2 pl 6x GLB,

a nanesl postupné do jednotlivych jamek. Elektroforéza s 80 ml gelu pak probihala pfi
120V 40 minut.
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5.5. Ligace

Ligaci jsem uskutecnil za pouziti prislusného PCR produktu a komercniho vektoru
pETBlue ze soupravy ,1 AccepTor Vector Kit“ (INVITROGEN), kterda poskytuje
standardizovany set Cinidel vhodnych k vysoce u¢inné ligaci a transformaci s kazdym typem

plasmidového vektoru a inzertu.

Tabulka 7: SlozZeni ligaéni smési

1 ul (~0.02 pmol) AccepTor™ Vector (50 ng/ul)

0.5-4.0pl1(0.1-0.2 pmol PCR product (or 2 pul AccepTor™ Control Insert) X p
5.0 ul Clonables™ 2X Ligation Premix

Nuclease-free to a total of 10 ul

water

Celou smés je tfeba pred transformaci inkubovat 30 minut pfi 16°C a pak je teprve
vhodna k pouziti.

5.6. Transformace

Buriky NovaBlue SinglesTM Competent je nutné nejprve rozmrazit a pak temperovat
5 minut na ledu, potom jsem k nim ptidal 1 ul ligacni smési a promichal, po tomto kroku jsem
bunky vratil zpét na led na dobu 5 minut. Nasledné jsem proved| transformaci tzv. tepelnym
Sokem. Smés jsem vlozZil do vodni |dzné s teplotou 42°C na 30s. Tuto dobu je nutné presné
dodrzet pro uspéch celé transformace. Po 30s jsem buriky vratil zpét na led na dobu 2 min.
Nasledkem téchto prudkych zmén teploty buriky pfijaly cizorodou DNA. V dalSim kroku jsem
nechal buriky regenerovat sp¥davkerve 250 pl SOC média. Toto médium umozriuje burnkam
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regeneraci a expresi B-galaktozidazy a rezistence vicéi ampicilinu. Kultivace probihala pfi
37 °C po dobu 30 minut. Po této dobé se obnovilo bunécné déleni a buriky bylo mozné vyset
na selekéni LB agar, na kterém jsme nechali buriky kultivovat pfi 37 °C pfes noc. Péstoval
jsem na 4 Petriho miskach a v tabulce je uveden pocet kolonii i s vysledkem modro/bilého

testu. Vysledky jsou uvedeny v tabulce

Tab. 8: Vysledek kultivace — pocty kolonii

modré
miska kolonie bilé kolonie
A 14 3
B 23 6
C 10 11
D 41 13

Pocet bilych kolonii by mél odpovidat poctu Uspésnych transformaci.
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Obr. 14: Fotografie misek s koloniemi. Foceno fotoaparatem Olympus pfi dennim svétle.
Barva kolonii neni z fotografii poznat, protoZe pfi pocitani jsem si je barevné znacil pro lepsi
orientaci.

Miska A (14 modrych kolonii a 3 bilé)

Miska C (10 modrych kolonii a 11 bilych)

Miska B (23 modrych kolonii a 6 bilych)

Miska D (41 modrych kolonii a 13 bilych)
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5.7. DalSi prace s narostlymi koloniemi

Kultivace-ve-formeé-€arek-Vyrostlé bakterie jsme ve formé carek preockovali opét na
LB selekéni agar. Po preockovani nasledovala opét kultivace pfi 37 °C po dobu 16 hodin,
kultivoval jsem jen bunky z bilych kolonii. Ty totiz na zakladé modro/bilého testu mély
obsahovat insert. BohuZel narostly jen modré ¢arky, coz znamena, Ze buriky neobsahovaly
mnou vkladany insert a k bilému zbarveni doslo z jinych dlvod(. Ve formé ¢arek narostly

pouze modré bakterie.

Obr. 15: Vysledek kultivace kolonii ve formé ¢arek

Miska 1 Miska 2
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-5.8. Izolace plasmidové DNA a analyza konstruktii

Konstrukce pouZitého vektoru umoznuje izolaci Useku, ktery je navrzen pfimo
k vloZeni inzertu. Obr. 17 Plasmidovou DNA jsem izoloval pomoci komeréné dostupného kitu
z 10 kolonii Izolovanou DNA jsem amplifikoval metodou PCR a provedl! elektroforézu na 1,5
% agardzovém gelu. V pfipadé, Ze by se transformace podafila by izolované a amplifikované
fragmenty DNA mély velikost pres 1 400 bp. Jak je vidét na Obr. 16, mnou izolovana DNA ma
velikost priblizné- 400 bp. CoZ odpovida velikosti Useku uréenému k vkladani cizi DNA a je

tedy jasné-, Ze se mné nepodafilo do néj nic vlozit.
Tady opravdu chybi popis

1) Jaky komercni kit jste pouzil pro izolaci plasmidové DNA

2) Jaké bylo sloZzeni smési pro PCR a jaky program byl pouzit.

Obr. 16: Izolace plazmidevé-plasmidové DNA
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6. Diskuse

6.1. Priprava rostlinného materialu,

Na tuhém a vysterilizovaném MS médiu jsem pasazoval kalusy z bunék apikalniho
meristému mladé rostlinky. PasaZzovani bylo Uspésné a ziskal jsem dokonce nékolik linif
kalust. 8b+20-Dlouhodobym pasaZovanim jsem ziskal kvalitni zdroj mRNA.

6.2. Izolace RNA

Izoloval jsem RNA z kalusl apikdlniho meristému mladé rostlinky. Tyto buriky maji
témér neomezenou délitelnost a jsou pluripotentni. Bunécné kultury, z délicich se bunék
(meristematické kultury) vytvareji in vitro tzv. kalusy. Buriky meristematického kalusu se
neustale déli a proto je v nich velké znaéné mnoZstvi RNA. Pfi izolaci genetického materidlu
z rostlinnych bunék je zapottrebi kompletni a rychlé rozbiti vychoziho materialu. Tim se zajisti
vysoké vytézky a zamezi se degradaci RNA puUsobenim vnitrobunécnych enzymd. K izolaci
RNA je mozno poufzit jakykoli rostlinny materidl, nejvhodnéjsi jsou mékké tkané, zejména
rychle rostouci klicky rostlin, které obsahuji velké mnozstvi genetického materiadlu, maji
méné polysacharidd a polyfenol( a buriky maji mékké bunécéné stény. Mechanické rozbiti
bunécné stény je vhodné provést tfenim v misce. Moznosti jak si proces zjednodusit, je
provést zmrazeni tekutym dusikem a ndsledné podrtit zmrazenou tkan. Zmrazenim se sténa

stane k¥eh&i a zéroven se inhibuji enzymy, které by degradovaly RNA."

RNeasy Mini Kit Plus je urcen pro izolaci RNA z malého mnozstvi Zivocisné buriky nebo
tkané. Souprava je kompatibilni s Sirokou Skdlou kultivovanych bunék a snadno lyzuje tkané.
Kontaminace genomovou DNA je ucinné eliminovana pomoci specidlné navrzené gDNA
eliminacni kolonky. Ziskana RNA je pfipravend k pouZiti a je idedIni pro pouZziti v ukonech,
které jsou citlivé vzhledem knezadouci kontaminaci DNA, jako jsou napf. metody
kvantitativni PCR, RT PCR. Postup RNeasy Plus integruje patentované technologie firmy
Qiagen pro selektivni odstranéni dvouvldknové DNA s dobre zavedenou RNeasy technologii.
Ucinna izolace vysoce kvalitni RNA je zaruéena, bez potieby dal$iho odstrafiovani DNA.

Biologické vzorky jsou nejprve lyzovany a homogenizovany ve vysoce denatura¢nim
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guanidin-isothiokyanatu obsahujicim pufr, ktery okamzité inaktivuje RNazy pro zajisténi

izolace intaktni RNA. Lyzét se pak nechd projit gDNA eliminaéni centrifugaéni kolonkou. *®

Tato kolonka, v kombinaci s optimalizovanym vysoce slanym pufrem, umoZnuje
efektivni odstranéni genomové DNA. V dalsim kroku se do pritokové kolonky pFida ethanol,
ktery zajisti odpovidajici vazebné podminky pro RNA, a vzorek je pak prenesen na
ostfedovaci RNeasy kolonku, kde se kompletni RNA vdze na membrdny a necistoty jsou

acinné odplaveny. Vysoce kvalitni RNA se pak vymyva v 30 a vice ul vody.’

S postupem RNeasy Plus jsou izolovany vSechny molekuly RNA delsi nez 200
nukleotid(. Postup poskytuje ,zkvalitnénou ,, mRNA, protoZe vétSina RNA s velikosti <200
nukleotid( (jako je naptiklad 5.8S rRNA, 5S rRNA, tRNA a, které dohromady tvoti 15 - 20% z
celkové RNA) jsou selektivné vylouceny. Distribuce velikosti Cisténé RNA je srovnatelna
s metodou centrifugace pres CsCl vrstvu, kde neni sedimentace malych molekul RNA pfilis
acinna.’

Kvalitu mnou izolované RNA jsem ovéfil elektroforézou na agaréovém gelu. Na
elektroforéze (viz. Obr. 11) jsem vidél izolované molekuly 28S a 18S rRNA, coZ je dobrym
indikatorem kvalitni izolace. Tyto molekuly jsou v bunkach vyznamné zastoupeny a na
elektroforetickém gelu je mozné je zaznamenat. Molekuly mRNA, kterych je mnoho druhd,

na gelu vidét nejsou nebo jsou vidét ve formé ,smiru”.

6.3. Urceni nukleotidové sekvence a navrh primeri
Pro kazdou genetickou manipulaci je zasadni znalost sekvence zvoleného proteinu. Ja
jsem sekvenci cilového proteinu ziskal z odborného ¢lanku prof. Gabaldona®™ , ktery se

studiem peroxiddzy zabyval a podafilo se mu ji izolovat a zjistit jeji genetickou sekvenci.

Primery jsem pak navrhl podle pocatecnich a koncovych nukleotidd v sekvenci. Pro+ Naformatovano: Odsazeni: Prvni
fadek: 1,25 cm

navrh primer( pro standardni primer forward se musi shodovat s pocatkem sekvence
matricového vldkna DNA. Primer reverse jsem navrhnul podle konce kddujici sekvence
matricového vldkna. Navrh primer( je pro celou transformaci zdsadni, a proto PCR je tfeba
brat v ivahu nékolik dllezZitych pravidel, mezi néz patfi: délka zpravidla 18-25 nukleotidd,
obsah G+C 40% az 60%, rovhomérnd distribuce oblasti bohatych na G/C a A/T pary,

specificnost primerd (na matricové DNA nesmi byt nespecifickd vazebna mista), absence
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komplementarnich sekvenci v primerech (mohly by vést k tvorbé duplex(l), absence vnitfnich
sekundarnich struktur (vldsenek) a to nejdlleZitéjsi: zarazeni 1 az 2 zbytkl G nebo C
v sekvenci na 3'- koncich primer(i pro zaji§téni presné vazby na templat.'” J4 jsem se ale
musel drzet struktury kédujici sekvence genu, proto jsem vétSinu uvedenych pravidel
nemohl respektovat. Dodrzel jsem ale délku primer(, ktera cinila 20 a 20 nukleotidd, obsah
G+C byl 20 a 15%. Presné nasednuti primeru na cilovou sekvenci jsem pak testoval pouZitim
gradientového termocykleru, ktery umoZiuje v jednom experimentu nastavit nékolik

rtiznych teplot pfipojeni primerd (annealing). Y-Vysledek diskutuji v kapitole 6.4.

6.4. Priprava genu pro peroxidazu amplifikaci

Gen pro peroxidazu jsem amplifikoval metodou PCR. Program, ktery jsem pro reakci
navrhl, se neukazal jako dostacujici, a proto bylo nutné jej modifikovat. Pro zjisténi vhodné
teploty annealingu jsem nastavil teplotni gradient od 50°C do 65°C. Béhem tohoto kroku
primery dosedaji na matricové vlakno DNA, je teplota urcujicim faktorem pro specifi¢nost
reakce. Podle vyfocenych Agarozévych gell je vidét, Ze nejvhodnéjsi teplota annealingu byla
mezi 52,2°C a 58,9°C. Pti nizkych teplotdch neni dostatec¢nd specificnost reakce, na gelu je
mozno pozorovat fadu nespecifickych produktd a pfi vysokych teplotach se amplikony

netvofi, protoZe se destabilizuji vodikové vazby mezi sekvenci a primerem.

Ajdjsem-vidéHtote: Jak je vidét na Obr. 12, p-Pfi teplotdch annealingu do ........................ °C

se opravdu tvofilo urcité mnozstvi produktl, které oviem nebyly dostatecné zretelné. PFi

teplotach nad 58,9°C se nevytvorilo nic. Optimalni byly hodnoty ..................

6.5. Ligace a transformace bakterialni bunék E. coli
Dalsim krokem bylo vioZeni amplikoni do vektoru. Pouzil jsem komeréni vektor

pETBlue-1 (obr. 17). Termostabilni DNA polymeraza casto poskytuje amplikony, které maji
jeden precnivajici 3’-dA nukleotid, linearizovany AccepTor vektor pak obsahuje jeden

presahujici 3°-dU nukleotid a muiZe se tudiz jednoduse spojit s amplikonem. Spojeni
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amplikonu a vektoru zajistuje enzym DNA ligdza. Béhem transformace jsou dU nukleotidy

nahrazeny dT nukleotidy a plasmid se normalné replikuje v bakterialni burice.

6.6. Transformace

Transformace je proces vneseni tohoto produktu do bakteridlni buriky. Soucasti kitu,
ktery jsem pouzil, byly NovaBlue kompetentni buriky, které jsem transformoval metodou
tepelného Soku. Vektor, ktery jsem ktransformaci pouZil, nese gen pro rezistenci na
ampicilin (exprese B-laktamazy), coz se da vyuzit k selekci bunék nesoucich vektor, pfi
kultivaci na médiu obsahujicim ampicilin. Dalsi gen, ktery vektor nese je gen pro B-
galaktoziddzu, cehoz se vyuzZiva kvizudlnimu screeningu bakterii a k oddéleni bunék

obsahujicich vektor s inzertem od bunék s vektorem bez inzertu.

pETBlue systém vektor( je soubor klonovacich vektorl, ktery umoznuje vysokou
droveri exprese zvolenych gent v E. coli’®. Soupravy Acceptor Vector jsou navriené pro
jednoduché vkladani PCR produktli s pouzitim termostabilni DNA polymerazy, jako je napf.
Taq DNA polymerdza. Tyto DNA polymerazy nechavaji jednotlivé 3 'dA pfesahy na reakénich
produktech. Linearizovany Accep Tor vektor DNA obsahuje jednotlivé 3’ dU presahy a tak
mohou byt ligovany do PCR produktu bez modifikace. Souprava obsahuje ligacni premix tj,
unikatni ligacni smés, ktera obsahuje ligdzu, pufr a kofaktory pro rychlou a u¢innou ligaci. Kit
také obsahuje nachystané kompetentni buriky NovaBlue Singles pro transformaci a ligaci. Kit
také obsahuje nachystané kompetentni buriky NovaBlue Singles pro transformaci a ligaci.
Hostitelsky kmen NovaBlue je vhodny pro klonovani a ovéreni konstrukce vektor( Accep Tor
diky vysoké ucinnosti transformace a obsazené recA endA mutace, které vedou k vysokym

wtézkam a vynikajici kvalité plasmidové DNA.?°

PouzZiti vektoru oznaceného AccepTor akompetentnich bunék NovaBlue Single
umoznuje vizudlni rozliseni kolonii obsahujicich vektor s insertem a vektor bez insertu. Jedna
se o tzv. modro/bily test. Této vizualni identifikace klon(i je dosaZzeno pouzitim oslabeného
konstitutivniho promotoru (tet) plivodem z E. coli k fizeni exprese a-peptidu lacZ, samotna

exprese cilového genu je pak fizena promotorem T7lac.?°
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Polyklonovaci misto je vloZzeno do genu pro B-galaktozidazu tak, Ze nedochazi
k posunu cteciho ramce, a tudiZ neni poruSena struktura ani aktivita tohoto enzymu.
V pfipadé, ze nedojde k vclenéni inzertu do vektoru, dojde k expresi funkéni B-galaktozidazy.
Tento enzym Stépi v pfitomnosti induktoru IPTG (isopropyl-B-D-thiogalaktozid) substrat X-gal
(5- bromo-4chloro-3-indolyl-B-D-galaktozid) na modre zbarveny produkt — vznikaji modré
kolonie. Vlozenim inzertu do polyklonovaciho mista dojde k naruseni exprese enzymu,

a nedochazi tedy k $tépeni X-gal. Vzniklé kolonie jsou bilé.*

AccepTor vector umoziiuje modro/bily screening transformantd, krozliSeni téch
kolonii, jejichz bakterie maji rekombinantni plasmid, a které jej nemaji. KdyZ jsou bakterie
naockovany na X-gal/IPTG zkouSeci misku, kolonie s rekombinantnim plasmidem jsou bilé

a kolonie bez rekombinantniho plasmidu modré. *°

Obr. 17: Mapa vektoru pETBlue-1 svyznaéenim vyznamnych mist pro klonovani,« [Naformétovéno: Zarovnat do bloku ]
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ribozomdtnim-vazebnyrm-misterm-a-translaénim-mistem—Zbytedné, expresi jsme nedélali

6.7. Screening transformanti

AccepTor vector je prizplsoben k vizudlnimu screeningu bakterii. Toho je dosazeno
umisténim polyklonovaciho mista v genu pro B-galaktozidazu a to tak, aby nedoslo k posunu
Cteciho ramce, tudiz aby nebyla porusena struktura ani aktivita enzymu. V pfipadé, Ze
nedojde k vclenéni inzertu do vektoru, dojde k expresi funkcni B-galaktozidazy
a v pritomnosti induktoru IPTG (isopropyl-B-D-thiogalaktozid) a barevného substratu X-gal
(5-bromo-4- chloro-3-indolyl-B-D-galaktozid) enzym Stépi X-gal za vzniku modrého zbarveni —
kolonie modrého fenotypu. VloZzenim inzertu do polyklonovaciho mista dojde vsak k naruseni
exprese enzymu, B-galaktozidaza nevznika, tudiz nemdze Stépit X-gal a vzniklé kolonie jsou
bilého fenotypu. Navic se mohou objevit i kolonie svétle modré barvy nebo bilé kolonie
modrajici pfi skladovani. Oboje pravdépodobné obsahuji vektor s inzertem. Dochazi zde

k tvorbé malého mnoZstvi B-galaktoziddzy. Existuji i dalSi metody screeningu, jako napf.
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pouziti vektor-specifickych primer( ohranicujicich klonovaci misto, tuto metodu jsem ovSem
nevyuZil. Po vyseti bakterii na selekéni agar s ampicilinem jsem pozoroval modré a svétle
modré kolonie a mensi mnozstvi bilych kolonii, coZ davalo predpoklad pro UspéSnou

transformaci.

6.8. Izolace plasmidové DNA a ovéreni konstrukti

K ovéreni uspésnosti transformace, jsem izoloval plazmideved-plasmidovou DNA z 10
kolonii, které pred preockovanim ve formé carek mély bilou barvu. Kizolaci jsem pouzil
komercni kit. A izolovanou DNA amplifikoval metodou PCR. K vyhodnoceni amplifikace jsem

pouzil elektroforézu na agarézovém gelu.

Jak je vidét na ©brobr. 18, vektor je navrien tak, Ze misto pro vloZeni inzertu se

nachazi mezi dvéma primery. Primer forward - pETBlueT7UP primer#70725-3, a primer
rewerse - pETBlueDOWN primer#70603-3Tato skutecnost urmeziujéumoznuje izolaci celého

Useku, at uz s inzertem nebo bez né;.

< Naformatovano: Odsazeni: Prvni
fadek: 1,25 cm

Amplikon genu ktery jsem izoloval ida—+{ma délku délka-966

nukleotidibp), mélmelekulovou-hmotnost 360%966=347760-Po spojeni s vektorem by méla

byt vzdalenost mezi primery pouzitymi pro PCR (a tedy velikost amplikonll) mit-velikest

1416 bparaelelulever hmetnest EOO7E0,

Vektory bez naklonovaného genu pak poskytuji amplikony o délce ............ 200 nebo 400 jak

vySe uvadite?

Protoze mély vSechny amplikony délku kolem ..... bp, neprovedli jsme dalsi ovéreni

sekvenovanim, protoze konstrukty poZzadovany inzert zjevné neobsahovaly.
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V.

nebo bez néj.
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Obr. 18 struktura mista uzpGsobeného pro transformaci.

PETBReTTUP pimes #707253 17 promoter Iac operator pal
TCATAACGTCOOOCGAAR TTAA TACGACTCACTA TAGOGGAA T TG TRAGCGAA TAN AR T TO OO TE TAGAC T TACAR TT T CA T T B AT TCAGG TGOS CAA TG TTO0GAAGIGCGA TCRGTACOGOCTCTTOSCTATTACGOCA
AT T T AT T TAA T TA T T A ToA T A T O O T TAA A TOG O TAT TG TTARGCCEAGATCTGAAT TGO T T GACAR OO T TOD G TAGC CA TEOCUSGAGAACOGATAATCOSGT

lacZ a-peptide ORF
pE TBIelP primes #70604.3
- Ban el Res EcoR Y.
T TGO G T OGS TO G TG CARSOGA T T ARG TT U0 TAACG CCASIA TT T OO A T ACTACS TG TAA M A LG AG COAGAGA TCT TGA T TOGC TAGCAGAA TAA TTTTU TTTAMC TT TANCARICAGA TATAGATATC

(w mmmﬁm;mummmmmmﬂmmmnm PG

Aval lacZ o-peptide ORF AccepTor
Sma Cloning Site
BRI ST e
AR T T G OO OG0T T LA T A AT T A TAA T AR T A T O T A T T T A AR T T T AAC T e T A TAAA C TA O G AT TAAAGC TAT T OGA TGAT AAGCTU TCAMCATRATAATTCT TGAAGACGAANGOCCCTACGCTGATA
C:; ;mmam&mmmmmw&mmm&mmmnmmmm?
lacZ a-peptide ORF =z VETBRROOWN pramer 8700033 O ool prometer
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1)

2)

3)
4)

5)
6)

7)

8)

9)

Zaveér

Na Murashige- Skoog médiu jsem vypéstoval kulturu meristematickych bunék Zinnia
elegans ve formé kalusu.

Z bunék jsem izoloval mRNA, kterou jsem pouZil jako zdroj genetického materialu. Jeji
kvalitu jsem ovéril elektroforézou.

Proved! jsem zpétnou transkripci izolované mRNA.

Transkripty jsem amplifikoval pomoci specifickych primerl a ziskal dostatecné
mnozstvi dsDNA pro klonovani.

Takto ziskanou DNA jsem vloZil do plasmidového vektoru.

Vyslednym konstruktem jsem transformoval bunky E. coli, které byly specidlné
k tomuto ucelu upraveny.

Transformované buriky jsem kultivoval na selekénim médiu a narostlé kolonie bunék
jsem dale namnoizil.

Zklon jsem izoloval plasmidovou DNA, kterou jsem nechal—na pritomnost

esekvenovatkomerénim-subjektem-overil metodou PCR
Vysledky sekvenrevani—PCR nepotvrdily naklonovani genu pro peroxidazu do

plasmidového vektoru.
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8. Seznam pouZitych zkratek
Rdzné typy pismallll

cDNA

E. coli

EDTA

IPTG
LB
mRNA
NADPH

Adenin
Cytosin

komplementarni DNA koédujici pouze oblasti exprese (complementary
DNA)

Escherichia coli

kyselina ethylendiamintetraoctova
Guanin
isopropyl-B-D-thiogalaktozid
Luria-BertamiBertani

medidtorova ribonukleova kyselina

Niketinamidadenindinukleotidfostatnikotinamidadenindinukleotidfosfat

NADH
PCR
RNA
DNA
rpm

SOC médium

TBE

X-gal

Niketinamidadenindinuklestidnikotinamidadenindinukleotid

polymerdazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)
ribonukleova kyselina

deoxyribonukleova kyselina

pocet otacek za minutu (repeats per minute)

tekuté médium; slozené z tryptanu, NaCl, kvasinkového extraktu,
glukosy a vody

FhimirThymin

pufr pro agardzovou elektroforézu; slozeny z Tris baze, kyseliny borité,
ethyldiamintetraacetatu disodného a vody

5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galaktozid
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