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DEN 1

VYBRANE METODY VYUZIVANE KE STUDIU GENOMU
ARABIDOPSIS THALIANA A K PROVADENI CILENYCH ZMEN,
SYNTEZA A PURIFIKACE OLIGONUKLEOTIDU

Uvod
Dopoledni cast bude vénovana analyze aktivity promotoru pomoci transkripéni flize a

praktickému osvojeni software pro design sekvence oligonukleotidt OLIGO 6 vcetné navrzeni sekvence
PCR primerti, odpoledni ¢ast zahrne vlastni syntézu, purifikaci a kontrolu kvality PCR primeru.

Casovy harmonogram'
7:45  Sraz v seminarni mistnosti (A2-2.11)
7:50 Zahajeni seminafe (Jan Hejatko), UKB, Kamenice 5, budova A2, mistnost 2.11
8:00 PRIPRAVA MATERIALU (Jan Hejatko), laboratof 334
8:15 ANALYZA GENOVE EXPRESE POMOCI TRANSKRIPCNI FUZE (Jan Hejatko)
1. Teoreticky uvod
2. Zahajeni barveni
9:00 ANALYZA BUNECNE LOKALIZACE PROTEINU A PROTEIN-PROTEINOVYCH
INTERAKCI (Vendula Hrdinova), laboratoi 334
a) Naockovani kultur agrobakterii
10:05 DESIGN SEKVENCE PCR PRIMERU (Hana Kone&n4), mistnost 211
11:00 Kontrola barveni
11:45 ANALYZA GENOVE EXPRESE POMOCI TRANSKRIPCNI FUZE
3. Kontrola GUS barveni/zahdjeni odbarvovani

11:45-12:45 OBED

12:45 SYNTEZA OLIGONUKLEOTIDU (Hana Koneénd), Centralni laborator 342
15:00 ANALYZA BUNECNE LOKALIZACE PROTEINU A PROTEIN-PROTEINOVYCH
INTERAKCI (Vendula Hrdinova), laboratot 334
b) Infiltrace listd tabaku
17:00 UKONCENi PROGRAMU 1. DNE

Priprava materialu

Pro praci v laboratofi se seznamime s organizaci prace, pfistroji a pfipravime material a roztoky.

Prace v laboratofi
e Bezpectnost
e Zdroje vody
e Zakladni chemikalie

! jednotlivé ¢asy se mohou ménit podle potieby a rychlosti zvladnuti jednotlivych metod
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Odmétovani a pipetovani
Skladovani

Odpady a pouzity material
Sterilizace

Presvédcte se, ze mate k dispozici nasledujici chemikalie a materialy:

e ddH,O (sterilni, S0ml)

70% etanol / 100% etanol
Spicky/zkumavky (sterilni)
Pinzetu

Barvici pufr a desticky

Tuzky, fixy, popisovaci nalepky

Komponenty PCR reakce. V krabicce oznacené ¢islem vasi skupiny jsou ulozené nasledujici chemikalie:

Taq DNA polymeraza

10x koncentrovany PCR pufr s MgCl,
dNTP

primery

Metoda 1A

Analyza aktivity promotoru pomoci transkripéni fize s reportérovym genem uidA (GUS)

1)
2)
3)
4)
5)
6)

7)
8)
9)

Rozpipetujte si pfipraveny barvici roztok do barvici desticky (2 ml)

Vlozte pripravené semenacky (cca 10-15 kustl) pomoci jemné pinzety do barviciho pufru
Proved'te infiltraci v exsikatoru (15 min.)

Vlozte do termostatu (37 °C) .

V cca dvouhodinovych intervalech provadéjte kontrolu barveni pomoci stereomikroskopu.
Barveni zastavte pomoci 80 % etanolu, ve kterém ponechejte semenacky odbarvovat pii pokojové
teploté do druhého dne.

Vymeéite etanol a opét nechte odbarvovat (2. den, utery).

Provedte projasniovani semenackd (4. den, ¢tvrtek).

Opatrné pfeneste projasnéné semendcky na sklicka a ptipravte preparaty pro automatickou
mikroskopii (4. den, ¢tvrtek).

10) Spusténi automatického mikroskopu (ptes noc;4. den, ¢tvrtek).
11) Vyhodnoceni vysledkti barveni (5. den, patek).

Pouzité transgenni linie:
ProCYCBI:GUS (sk. 1+4)
ProARRS5:GUS (sk. 2+5)
ProAHK4:GUS (sk. 3+6)
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Slozeni barviciho roztoku:

X-Gle 0,01% (W/v)
Triton X100 0,1% (v/v)
Pi puft, pH 6,9 0,1IM
K;3[Fe(CN)s]/ K4[Fe(CN)¢] 0.5 mM
X-Glc

—navazuje se rano pied cvi¢enim
Triton X100

- 200 pl 1% tritonu na jamku, nebo

- 20 pl 10% tritonu na jamku
Pi pufr

-2 ml 0,1M Pi na jamku

komponenta A - 6,899 g NaH,PO4.H,0 v 100 ml H,O
komponenta B - 8,889 g Na,HPO4.2H,0 v 100 ml H,O

7,8 ml komponenty A + 12,2 ml komponenty B + 80 ml H,O = 100 ml Pi pufru (lednice)
Fe soli

- 20 pl zasobniho roztoku na jamku
1,646 g Ks[Fe(CN)g] + 2,112 g K4[Fe(CN)g] + 50 ml H,O =50 mM zasobni roztok
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Schéma nejdulezitéjsich morfologickych a anatomickych ¢asti semenacku Arabidopsis
thaliana.
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Sablona k protokoltim: Analyza aktivity promotoru pomoci transkripéni fiize

Jméno:
Datum:
Uloha:

Cil:

Postup a vysledky:

L v 2
Zavér”:

? Do protokolu zejména uved'te: nazev genu analyzovaného promotoru, struény popis principu metody, zda se
podafilo identifikovat mista specifické aktivity daného promotoru (uved'te struény vycet barvenych pletiv) a co lze
z tohoto vysledku uzavfit, ptip. pro co jej dale pouzit.
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Metoda 1B

Infiltrace agrobakterii do list tabaku Nicotiana benthamiana

Listy tabaku Nicotina benthamiana jsou vhodnym rostlinnym systémem pro transientni expresi
faznich proteint, u kterych chceme studovat jejich vzajemné interakce a lokalizaci uvnitf rostlinné buriky.
K transformaci listu vyuzijeme pfenos T-DNA z Agrobacterium tumefaciens. Studované geny jsou
naklonovany do expresni kazety uvniti T-DNA oblasti bindrniho plasmidu a takto pfipravené konstrukty
pro expresi fuznich proteini (GFP, RFP, YFP-N, YFP-C apod.) jsou transformovany do kmenu GV3101
pMP90. Vzniklé kmeny agrobakterii potom kultivujeme a ve forme suspenze je pomoci injekeni strikacky
(bez jehly) vtla¢ime skrze priduchy na spodni strané listu do mezofylového prostoru tak, ze suspenze
vyplni cely list. Nasledné dojde k pfenosu mnoha kopi T-DNA do jadra bunék. Pro transkripci vnesenych
gent neni nutné zaclenéni T-DNA do chromozomt. Pokud pied infiltraci smichame kmeny nesouci riizné
konstrukty, dojde s velkou pravdépodobnosti k jejich koexpresi, protoze jedna buika je zpravidla
transformovana mnoha agrobakteriemi soucasn€. Transientni exprese proteinti je velmi silnd kvili
velkému poctu transkripéné aktivnich kopii T-DNA v jadie, ale béhem nékolika dnti odezni. K udrZeni
vysoké hladiny transientni exprese obvykle pouzivame koexpresi studovanych proteinli s virovymi
proteiny inhibujicimi bunééné mechanismy posttranskripniho uml¢ovani — naptiklad protein p19 viru
TBSV (Tomato Bushy Stunt Virus).

1. Kazda skupina si vezme 4 zkumavky s narostlou agrobakterialni kulturou podle nasledujiciho rozpisu.

Skupina 1 a 4 Skupina 2 a 5 Skupina 3 a 6
kmen rezistence kmen rezistence kmen rezistence
AHP2-YFPY Rif, Gent, Kan AHP2-YFPY Rif, Gent, Kan | ERSI-RFP Rif, Gent, Spec
AHP4-YFPY Rif, Gent, Kan AHP4-YFPY Rif, Gent, Kan | ATM-ETR2-GFP | Rif, Gent, Spec
CKI1®P-YFP© Rif, Gent, Kan CKI1-YFP® Rif, Gent, Kan CKI1-GFP Rif, Gent, Spec
pl9 Rif, Gent, Kan p19 Rif, Gent, Kan pl9 Rif, Gent, Kan

2. Pro kazdy kmen pfipravte do plastové zkumavky 4 ml YEB média s odpovidajicim antibiotikem.
Podle tabulky s koncentracemi antibiotik vypocitejte objem, ktery napipetujete do zkumavek a
promichejte.

zasobni koncentrace
roztok v YEB médiu
Rifampicin 50 mg/ml | 100 pg/ml
Gentamycin 20 mg/ml | 40 pg/ml
Kanamycin 25 mg/ml | 50 pg/ml
Spectinomycin | 50 mg/ml | 100 pg/ml

antibiotikum

Do kazdé zkumavky napipetujte 1 ml kultury.

Uzaviete zkumavky a inkubujte za stalého tfepani pii 28 °C / 200 rpm / 4 — 6 hodin.
Zcentrifugujte narostlé kultury pti 4000 rpm / 22 °C / 15 min.

Béhem centrifugace si ptipravte 25 ml AS média.

SNk W
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AS médium (25 ml)
1 M MES pH 5,6 250 pl
3M Mg(Cl, 83 ul
150 mM Acetosyringon | 25 ul
destilovana voda do 25 ml

Odlijte médium a zkumavky znovu kratce zcentrifugujte.
Pipetou odsajte ze zkumavek zbytky média.
Napipetujte do zkumavek 3,2 ml AS média a resuspendujte pelet.
. Napipetujte 1 ml suspenze agrobakterii do kyvety a zméite ODg na spektrofotometru.
. Pridanim vypocitaného objemu AS média ke zbyvajicim 2,2 ml agrobakterialni suspenze upravte jeji
hustotu na ODgy, = 0,7.
12. Do 2 ml zkumavek pfipravte smési agrobakterii v odpovidajicim poméru podle nasledujiciho

— = \O 00

rozpisu.
Skupina 1 a 4 Skupina 2 a 5 Skupina 3 a 6
kombinace pomer kombinace pomgér kombinace pomgér
AHP2-YFPY AHP2-YFPY ATM-ETR2-GFP
+ + +
CKI1*P-YFP© 1:1:1 CKI1-YFP© 1:1:1 ERS1-RFP 1:0,1:1
+ + +
pl9 pl9 pl9
AHP4-YFPY AHP4-YFP
+ + CKI1-GFP
CKIIRP-YFPC 1:1:1 CKI1-YFP® 1:1:1 + 1:1
+ + p19
pl9 pl9

13. Inkubujte 30 minut pii laboratorni teploté.

14. Infiltrujte suspenze pomoci 1 ml injekéni stiikacky (bez jehly) skrze spodni stranu listu do
pripravenych rostlin tabaku.

15. Odneste rostliny do skleniku. Konfokalni mikroskopii epidermis na abaxialni stran¢ listu provadime
za 2 — 3 dny (viz. Metoda 4A).

16. Do protokolu k metod¢ 4A uved'te strucny popis pracovniho postupu infiltrace tabakovych listl, ve
kterém vysvétlete, pro¢ infiltracni AS médium obsahuje acetosyringon a pro¢ vzdy koinfiltrujeme s
kmenem p19.

Metoda 1C

Urceni optimalni sekvence PCR primeru na zakladé dseku DNA z Arabidopsis thaliana pomoci
programu OLIGO 7

Praktické seznameni se zédkladnimi pojmy a menu na pocitaci

Aktualni oligo. Typy primerd (forward, reverse). Volna energie. Dimer versus duplex. Interni stabilita.
Vlasenky. Uéinnost primeru. Terminalni stabilita. Teplota tani Tm. Vlozeni sekvence useku DNA
z Arabidopsis thaliana do databaze. Specifikace parametrti navrhované dvojice primert, vybér optimalni
dvojice pro PCR amplifikaci studovaného tuseku DNA. Finalni vystup v tiSténé podobé priloZte
k protokolu.
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Syntéza PCR primeru na syntetizatoru Expedite 8909

Vlozeni sekvence primeru do databaze. Vytisk Volba parametri syntézy (ON vs. OFF, rozsah
syntézy), volba vhodné kolony, vlastni syntéza. Sledovani uc¢innosti jednotlivych krokii syntézy (vytisk
histogramu priloZte k protokolu). Odstépeni produktu z kolonky amoniolyzou. Tepelna deprotekce.
Vakuové suseni v koncentraénim systému Speedvac.

Purifikace primeru: Odsoleni gelovou filtraci na molekulovém situ

Odstranéni nizkomolekularnich necistot se provadi etanolovou precipitaci nebo gelovou filtraci
na kolonce Sephadexu G-25. Pokud je pro nékteré aplikace nutné odstranit krat$i nedosyntetizované
fetézce (napf. pro antisense hybridizace), pouziva se purifikace na OPC (Oligonucleotide Purification

verwr

Odsoleni na CENTRI-SPIN 10 kolonce (Princeton Separations, Inc.).

Vysuseny vzorek primeru rozpustime v 50 pl deionizované vody. Kratce nechame stat,
protfepeme pfip. asi na minutu zahfejeme na 65 °C a nakonec kratce zcentrifugujeme.

Hydratace kolonky CENTRI-SPIN 10

Sklepat suchy gel do spodni ¢asti kolonky, oteviit horni zatku a nanést 650 pl deionizované vody,
zaviit a asi 5 s tfepat na vortexu. Poklepanim se jesté zbavit poslednich bublin. Poté nejméné 30 min
nechat pfi pokojové teploté probihat hydrataci Sephadexu. Otevtit horni i spodni zatku kolonky a tuto
vlozit do pfipravené mikrozkumavky bez vicka (wash-tube). Centrifugovat 2 min pii 750g (odpovida
2700 otackam na centrifuze Eppendorf 5415C). Po skonéeni centrifugace je v mikrozkumavce voda, tj.
odpad. OsuSime posledni kapky na kolonce. Ta je nyni pfipravena k vlastni aplikaci vzorku, ktera by
mela probéhnout béhem nekolika minut po skonceni hydratace.

Vlastni odsoleni vzorku

Kolonku vlozte do mikrozkumavky s vickem, vicko oznacte Cislem skupiny (sample-tube) a
opatrné do centra gelu po kapkach naneste automatickou pipetou predem 50ul pfipraveného vzorku.
Nasleduje centrifugace 2 min pii 750g (2700 otackach). Po skonceni centrifugace pfidejte k odsolenému
primeru v mikrozkumavce 950 pl deionizované vody, protiepte. Ve stojanku je pfipravena jedna
mikrozkumavka oznacena na vicku UV (pro méfeni vytézku) obsahujici ....... pl vody a jedna prazdna
oznacena QC (pro chromatografickou kontrolu kvality). Do UV mikrozkumavky pfidejte ...... ul
odsoleného primeru na méfeni absorbance a do QC mikrozkumavky napipetujte 50 pl odsoleného
primeru.

Urceni vytézku.

Stanoveni absorbance zfedéného vzorku meéfenim pii 260 nm (spektrofotometr HELIOS).
Definice jednotky OD. Vypocet vytézku syntézy v jednotkdch OD a pievody do jinych jednotek.
Vypoctéte, v jakém objemu vody je tieba rozpustit vytézek, abyste dostali zasobni roztok o koncentraci
500 uM. Vytisk protokolu o syntéze s doplnénym vytéZkem surového a odsoleného produktu
priloZte k protokolu ze cviceni.



* %

o ~ .
* .
- * °
evropsky Ty e

socialni, - MINISTERSTVO SKOLST OP Vzdélavani
fondvCR EVROPSKA UNIE DEZE i YCHOVY  pro konkurenceschopnost

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

MASARYKOVA UNIVERZITA, PRIRODOVEDECKA FAKULTA, Kotlatskd 2, 611 37 Brno
Verejnd vysokd skola ziizend zdkonem, nezapisuje se do obchodniho rejstiiku.

tel.: +420 549 49 1411 o fax: +420 541 211 214 ® www.sci.muni.cz

Bankovni spojeni: KB, pobocka Brno, &.u.: 85636621/0100 e IC: 00216224 « DIC: CZ00216224

Kontrola kvality.

Chromatografie na ionexovém perfiznim sorbentu Poros HQ 10 (Applied Biosystems).
Stru¢né seznameni s vyhodami perfizni chromatografie na pristroji BioCAD 700E (Applied Biosystems).
Vybér vhodné kolony a vhodné analytické metody. Manualni nastiik 20 ul surového a odsoleného PCR
primeru. Porovnani chromatogramti. Vytisk obou chromatogramii ve zvoleném modu (Tile, Overlay)
priloZte k protokolu.

Ukoly
Doplite nasledujici protokol — pouze jeden pro dvojici
PROTOKOL

Cislo skupiny:
Jména:
Datum:

Uloha: SYNTEZA A PURIFIKACE OLIGONUKLEOTIDU

Cil: Seznamit se se souCasnymi moznostmi pii automatické syntéze oligonukleotidii, s dostupnymi
modifikacemi a aplikacemi. Porozumét zakladnim zasadam pro navrhovani PCR primeru. Pochopit
zakladni princip syntézy oligonukleotidu a umét se zorientovat v jednotkach, ve kterych se vyjadiuje
vytézek. Umét vysvétlit zdkladni rozdil v Cistoté produktu po jednotlivych typech purifikaci.

Navrh sekvence primeru

Prilozte vystup ze software OLIGO 7, primery oznacte Cislem skupiny, stru¢né zhodnot'te kvalitu
nalezenych primert.

Syntéza

Prilozte histogram ze syntézy a protokol ze syntézy s doplnénym vytézkem vyjadienym v jednotkach OD,
ug a v jednotce molarni koncentrace. Uved’te vypocet objemu nutného pro ptipravu zasobniho roztoku

primeru o koncentraci 500 uM.

Odsoleni
Ptilozte vystup z chromatografu obsahujici chromatogramy surového a odsoleného vzorku. Jednou vétou
zhodnot'te, zda je pozorovatelny rozdil a vysvétlete.

ROZglf'UJiCi literatura dostupna v Centralni laboratofi

Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Inc., 1987.

Aktualni verze ,,OLIGO®, Primer Analysis Software. User Manual. Version 7, MBI, 2008.

PCR Primer, A Laboratory Manual. Carl W. Dieffenbach, Gabriela S. Dveksler, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 2nd edition, 2003.



~—
* X o
* * L]
, * * )
evepes [N
P R MINISTERSTVO SKOLST OP Vzdélavani
™ 4 fondvCR EVROPSKA UNIE  MLADEZE i YCHOVY  pro konkurenceschopnost

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

MASARYKOVA UNIVERZITA, PRIRODOVEDECKA FAKULTA, Kotlatskd 2, 611 37 Brno
Verejnd vysokd skola ziizend zdkonem, nezapisuje se do obchodniho rejstiiku.

tel.: +420 549 49 1411 o fax: +420 541 211 214 ® www.sci.muni.cz

Bankovni spojeni: KB, pobocka Brno, &.u.: 85636621/0100 e IC: 00216224 « DIC: CZ00216224

DEN 2

IZOLACE ROSTLINNE DNA, PCR, PRACE S DATABAZEMI
MOLEKULARNE-BIOLOGICKYCH INFORMACI

Uvod

Jednou z metod studia genomu je amplifikace kratkych usekii DNA pomoci PCR. V laboratofi si
osvojite rychlou metodu izolace DNA zrostlinného materidlu a zalozite nékolik PCR reakei.

Amplifikovat budeme usek DNA pro pouziti jako sondu v pozd¢jsi hybridizaci a oblast inzerce cizi DNA
(transpozonu En-1, dSpm a T-DNA) v genech AHP4, ARR4 a ARR21.

Casovy harmonogram
8:30  Uvod k praktické ¢asti (Tereza Dobisova)

8:45 ANALYZA GENOVE EXPRESE POMOCI TRANSKRIPCN{ FUZE (Tereza Dobisové)
¢) Vymeéna etanolu, uloZeni vzorkli na 4 °C

9:00 IZOLACE DNA (Tereza Dobisova)
10:00 DATABAZE (Tereza Dobisova)

12:00 OBED

13:00 ZALOZENI PCR (Tereza Dobisova)
14:00 DATABAZE-dokonceni (Tereza Dobisova/Pavel Reichman, Vojta Didi)

Prehled

Uvod k praktické &asti

e Uvod do metodologie praktika
0 obecné zasady prace s DNA a sterilnimi roztoky
0 schéma experimentu
O navrzeni postupu pro identifikaci inzeréniho mutanta a zjisténi jestli se jedna o homo-
nebo heterozygotni stav, vlastni provedeni

Prakticka ¢ast

1. Izolace DNA
2. Zalozeni PCR



~—
* X o
* L]
, * * )
evepes [N
P R MINISTERSTVO SKOLST OP Vzdélavani
™ 4 fondvCR EVROPSKA UNIE  MLADEZE i YCHOVY  pro konkurenceschopnost

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

MASARYKOVA UNIVERZITA, PRIRODOVEDECKA FAKULTA, Kotlatskd 2, 611 37 Brno
Verejnd vysokd skola ziizend zdkonem, nezapisuje se do obchodniho rejstiiku.

tel.: +420 549 49 1411 o fax: +420 541 211 214 ® www.sci.muni.cz

Bankovni spojeni: KB, pobocka Brno, &.u.: 85636621/0100 e IC: 00216224 « DIC: CZ00216224

Metoda 2A

Odbarvovani preparati pro analyzu genové exprese pomoci transkripéni faze

1. Provedte vyménu 80% etanolu a umistéte semenacky na 4°C, kde je ponechate do 4. dne (Etvrtek).

Metoda 2B

Rychlé izolace DNA pro PCR

1. Homogenizovat jeden stfedni list vychlazenou sklenénou tyCinkou v 1,5ml zkumavce
(eppendorfka) ve stojanku.

2. Ptidat 400 pl extrakéniho pufru, vortexovat 5 s a nechat stat pii laboratorni teplot¢ 60 min.

Centrifugovat pii 14000 otackach 30 min, 4°C.

4. Prenést 300 pl supernatantu do nové 1,5ml zkumavky a ptidat 300 ul izopropanolu, 4-6 krat
preklopit. Nechat stat 10 min pfi laboratorni teplot¢.

5. Centrifugovat 20 min, 4°C. Odstranit supernatant, DNA vysrazena izopropanolem bude v peletu.

6. Pridat 500 pl 70% etanolu. Centrifugovat pti 14000 otackach 2 min. Odstranit etanol. Nechat vysusit
(SpeedVac, cca 10-15 min).

7. Pelet rozpustit ve 100 pl sterilni ddH,O. Genomovou DNA uchovavat na ledu nebo v lednici.

W

Extrakéni pufr
Tris/HCI (200mM, pH7.5)

NaCl (250mM)
EDTA (25mM)
SDS (0.5%)

Metoda 2B

Zalozeni PCR
Do 0.2 ml zkumavek pro PCR napipetovat postupné vodu, pufr, ANTP, templat, primery a Taq
polymerazu podle schématu:

PCR smés: 10x pufr dNTP priml prim2 Taqpol. templ. DNA H,O celk. 50 ul

S5ul 4 ul 1ul 1ul 2ul S5ul 32ul
primery AHP4 spec.: Sim612, Sim 799 — 212 bp
primery ARR21 spec.: 16kon, 16new — 340 bp
primery ARR4 spec.: ARR4N, ARR4S — 137 bp
primer transpozon 8130, Sim 799 — 250 bp
8130, 16new — 390 bp

dl1l, ARR4N — 195 bp
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Navrhnéte vhodnou kombinaci primert a to tak, abyste byli pomoci vysledkd PCR reakce schopni
identifikovat ineréniho mutanta ve vaSem genu a zjistit, zda se jedna o jedince homozygotniho nebo
heterozygotniho pro danou inzer¢ni alelu.

Kombinace primert pro jednotlivé typy templatd (viz také schéma na nasledujici strané):

primery templatova DNA

S~ T~ T~

S~ T~ T~

Na zaklad¢ prilozenych vysledkl analyzy pouzitych primerti pomoci programu Oligo navrhnéte vhodné
podminky PCR pro dané reakce:

Cyklus: 94°C ...... s
30 cykla:
94°C
58°C
72°C ....s
72°C .... min
4°C o
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ARR4 dii
dSprn

ARRC‘-N
o) FEE

ARRdS
AHP4 B130\
En-1

“-L
SiMEiE
EEHT
SIM798

ARR21 =%
. dSpm

16kon = e

Ukoly (priklad):

1. Vyhledejte jeden bakterialni a jeden rostlinny gen Glu-6-P izomerazy v databaze Genbank
2. Vyhledejte geny cheY a cheA u E. coli

3. Urcete nejblizsi homolog cheY(E. Coli) u Arabidopsis pomoci algoritmi BLAST a FASTA.
4. Najdéte tii rizné regulatory odezvy nebo histidin kinazy u Arabidopsis.

5. Urcete u libovolného genu v ukolu 4 polohu v genomu Arabidopsis (chromosom, polohu

v publikované sekvenci daného chromosomu).

6. Vyberte si jeden gen z ukolu 4 a urcete oblast 1000 bazi v oblasti promotoru genu. Ukoncete sekvenci
na ATG. Analyzujte na pfitomnost vazebnich mist transkripénich faktorti pomoci hledani v databazi
TRANSFAC.

7. Srovnejte libovolné sekvence z Arabidopsis s homologii vétsi nez 30% a mensi nez 100% pomoci
algoritmu CLUSTALW.

8. Vyhledejte nejméné jednu EST sekvenci Glu-6-P izomerazy (hledani homologie nebo podle
klicového slova).
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Sablona k protokoliim: Izolace DNA a PCR
Jméno:

Datum:

Uloha:

Cil:

Postup a vysledky:

, v 3
Zavér:

3 Uved'te zejména, zda jste identifikovali inzeréniho mutanta a zda se jedna o homozygota nebo o heterozygota pro
danou inzer¢ni alelu a proc.
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DEN 3

IDENTIFIKACE PCR PRODUKTU V GELU, ZNACENI SONDY
PRO HYBRIDIZACI, PRENOS DNA Z GELU NA MEMBRANU

Uvod

Dalsi zplsob identifikace genl je hybridizace se znaenou sondou. Ta je pfipravena z DNA

znamé sekvence a oznacena tak, aby byla detekovatelnd po navazani na homologni piipadné heterologni
sekvenci DNA, kterd je imobilizovana na membran€. Ta se pfenese na membranu z gelu spontannim
kapilarnim sanim. Pokud se pfenasi na membranu genomova DNA, mluvime o metod¢ Southern blotting.

Ve cviCeni pfipravime agarézovy gel umoznujici elektroforetické rozdéleni PCR produktt podle

velikosti. Z gelu pfeneseme DNA na nylonovou membranu v alkalickém prostiedi. Pfitomnost specifické
DNA na membrané prokazeme hybridizaci se sondou znacenou alkalickou fostatdzou zprostfedkujici
chemiluminiscenéni signal.

8:00

Casovy harmonogram

PRIPRAVA AGAROZOVEHO GELU, NAPIPETOVANI VZORKU, ELEKTROFOREZA

(Markéta Pernisova)

9:00

10:00
11:00

12:00

13:15

Nk W=

STRUCNY UVOD K IDENTIFIKACI FRAGMENTU HYBRIDIZACI SE ZNACENOU
SONDOU (Alena Kuderova) ) )

IDENTIFIKACE PCR PRODUKTU V AGAROZOVEM GELU (Markéta Pernisova)
KAPILARNI PRENOS (Alena Kuderova, Markéta Pernisova)

OBED

ZNACENI SOND A HYBRIDIZACE (Alena Kuderovéa, Markéta Pernisova)

Prehled metod

Elektroforéza DNA v agar6zovém gelu
Detekce rozdélenych fragmenti v UV
Kapilarni pfenos (Southern blotting)
Precisténi PCR produktu

Urcovani koncentrace DNA

Znaceni sondy

Hybridizace
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Metoda 3A

Pfiprava agar6zového gelu, elektroforéza PCR produktu a jejich detekce.

1. V 500 ml l1ahvi pfivést k varu 6 g agardzy ve 400 ml 1x TBE pufru. Po rozpusténi agarozy piidat
etidium bromid (10 pl/100 ml), ktery bude slouzit k vizualizaci DNA.
2. Ptipravit formu pro gel, vsadit hifeben a nalit do formy vrstvu tekuté agarézy 5 - 8 mm. Nechat
ztuhnout.
3. Formu s gelem vlozit do elektroforézové vany, zalit pufrem a vyjmout hieben.
4. Napipetovat délkovy a hmotnostni standard a vzorky:
e délkovy a hmotnostni standard (NEB): 6 ul (0,5 ug)
e vzorky: 10 ul PCR (zbytek ponechat pro pfipravu sondy) + 2 ul 5x konc. nanaseciho pufru
5. Spustit elektroforézu pii 80 V po dobu 60 min (aby bromfenolova modf, kterd putuje s nejkratSimi
fragmenty, neopustila gel).
6. Pozorovat prouzky DNA v prochazejicim UV svétle a vysledek elektroforézy dokumentovat; pozdé&ji
bude porovnavan se signaly na hybridizacni membrané (fotografie gelu a vytisk membrany by mély
byt 1:1). Tento gel bude pouzit pro Southern blotting.

Base Pairs  Massing)

- 1817 45
— 1,200 35
— 1,000 a5
— Q00 27
— 800 24
— F00 21
— &0 18

SO¥S1F 97

400 38

300 29
— 200 25
— 100 48

Délkovy a hmotnostni standard: 100 bp DNA ladder (0,5 pg)

Metoda 3B

Kapilarni pfenos v alkalickém prostredi

1. Po fotodokumentaci odstranit ¢ast gelu nad starty a pravy horni a spodni roh gelu. Dale zméfit délku
a Sitku gelu. Gel umistit do vanic¢ky s destilovanou vodou a kratce oplachnout.
2. Vylit destilovanou vodu, pfidat az 10 objemil denaturacniho/pienosového roztoku (1,5M NaCl/0,5M
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NaOH), umistit na kyvaci platformu a michat 30 az 40 min.
Béhem této doby sestavit aparaturu pro pienos DNA:

a. Pres Cistou vanicku polozit sklenénou desku.

b. Ustfihnout obdélnik filtracniho papiru Whatman 3MM takovych rozmért, aby po
priloZeni ptes sklenénou desku nepiesahl sitku vanicky a zasahoval obéma uzsimi konci
az na dno vanicky. Toto je prvni vrstva knotu, ktery bude sat roztok.

c. Ustfihnout 3 obdélniky filtracniho papiru Whatman 3MM takové velikosti, aby
presahovaly délku i Sifku gelu asi o 1 ¢cm na kazdé strané a dalSi 3 obdélniky velikosti
gelu.

d. Nastiihat jednotlivé vrstvy buniciny o rozmérech gelu. Mélo by jich byt tolik, aby po
zatizeni byla jejich vyska 7-8 cm.

e. Ustfihnout nylonovou membranu Hybond N+ velikosti gelu.

f.  Naplnit vanicku pfenosovym roztokem a ¢ast ponechat v petriho misce.

g. Smocit nejdelsi filtracni papir Whatman 3MM a umistit na sklenénou desku. Pomoci
sklenéné pipety nebo ty€inky se zbavime vsech piipadnych bublin mezi sklem a papirem.

h. Smo¢it 3 vétsi filtrani papiry Whatman 3MM a postupné vrstvit do stiedu aparatury tak,

aby nevznikaly vzduchové bubliny.

i.  Vyjmout gel z pfenosového roztoku a ptilozit opatrné vrchni stranou do stfedu vrchniho
filtracniho papiru; odstranit v§echny vzduchové bubliny.

j. Opatrn¢ umistit suchou nylonovou membranu na gel (od stfedu ke krajim). Okamzité
vznika tésny kontakt s gelem. Pti chybné manipulaci se nesnazit o opétovné umisténi
membrany na gel— v takovém piipadé pouzit novou membranu.

k. Smocit postupné posledni tii filtracni papiry Whatman 3MM a vrstvit je na membranu.
Odstranit ptipadné vzduchové bubliny.

1.  Nakonec prilozit vrstvu buniCiny, zatizit suchou petriho miskou, kterou dale zatizime
odmérnou bankou naplnénou asi 200 ml vody. Nadobu zabezpecime tchytkou na stojanu.
Nedotahujeme tipIn€ na tésno. Mezi hrdlem barnky a tchytkou by mél zGstat volny prostor

Zkontrolovat kontakt jednotlivych vrstev a pomoci prouzkt parafilmu umisténych tésné kolem gelu
zamezit nezadoucimu kontaktu vrstev nad membranou a pod gelem. Tak se veSkery pfenosovy roztok
muze do hornich vrstev dostavat pouze pres gel a nebude ,obtékat. V opacném piipadé by se
ucinnost a stejnomérnost pfenosu snizovala.

Pfenos nechat probihat 3 hodiny, potom aparaturu rozebrat, membranu oplachnout v roztoku 2 x
SSC a nechat uschnout mezi dvémi filtracnimi papiry. V alkalickém prostfedi se mezi nylonovou
membranou a DNA vytvofily kovalentni vazby, a neni proto nutné fixovat DNA dalSimi postupy.

Metoda 3C

Izolace PCR produktu z agar6ézového gelu pomoci komeréni soupravy Qiagen

Do startu nového agardézového gelu nanést 35ul PCR smési + 7 pl nanaseciho pufru.

Po elektroforéze z agar6zového gelu vytiznout dany prouzek, aby blo¢ek agarozy byl co nejmensi.
Urcit jeho hmotnost.

Ptidat 3x objem pufru QG (tj. napf. na 100 mg vytiznutého agar6zového blocku ptidat 300 ul pufru).
Zahtivat pii teplot¢ 50°C po dobu 10 min nebo dokud se agardza nerozpusti. Pribézné 2-3x
promichat.

Pridat 1x objem (gelu) izopropanolu (tj. napt. na 100 mg vytiznutého agar6zového blocku ptidat 100
pl izopropanolu), promichat a vse dat do kolonky.

Centrifugovat pii 14000 otackach 30s, odstranit proteceny roztok.

Do kolonky ptidat 750 pl pufru PE a centrifugovat pti 14000 otackach 30s, odstranit proteceny
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roztok. Centrifugovat jesté jednou bez pufru. Kolonku umistit do 1,5 ml ¢isté zkumavky s vickem.
9. Na stfed kolonky napipetovat 30 pl sterilni ddH,O, nechat stat 5 min pii laboratorni teploté a
centrifugovat 1 min.

Metoda 3D

Meéfeni koncentrace DNA spektrofotometricky

Zmgfit absorbanci a spocitat koncentraci DNA (OD260 = 1,0 => konc. DNA = 50ng/ul) nebo odhadnout
koncentraci DNA z gelu podle intenzity EtBr fluorescence porovnanim se standardem.

Metoda 3E

Piiprava znacené sondy

—

Naiedit DNA na koncentraci 10 ng/ul.
2. Umistit 10 ul fedéné DNA do nové zkumavky a denaturovat 5 min ve vrouci vode.
3. Okamzité umistit DNA na led a 5 min chladit (v pribéhu chlazeni — asi po 2 az 3 min. - rychle stodit,
aby se zkondenzovana kapalina dostala na dno)
4. Pridat : 10 pl reakéniho pufru (RP)
2 ul znagiciho ¢inidla (ZC)
10 pl pracovni koncentrace ,,cross-linkeru* (CL) (¢inidla, které zprostiedkovava kovalentni
vazbu enzymu na DNA).
5. VSe promichat, stocit a inkubovat 30 min/ 37°C.

Sonda se muiZze pouzit ihned nebo miize byt skladovana na ledu 2 hodiny.

Metoda 3F

Hybridizace

1. Pfedehiat pozadovany objem hybridizacniho roztoku na pozadovanou teplotu (55°C);
objem pufru: 0,25 ml pufru /cm® membrany.

2. Umistit membranu do hybridiza¢niho valce s pufrem a prehybridizovat nejméné 30 min/55°C.

3. Pfidat znaCenou sondu a hybridizovat ptes noc.
Literatura

Sambrook, J., Fritsch, E.F. and Maniatis, T. (1989), Molecular cloning: A laboratory manual. Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York
Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Inc., 1987, 1st Volume, Preparation and
analysis of DNA.

UKoly

Vypracovani protokolu: Pfilozit a popsat zdokumentované vysledky, zdtivodnit pfipadné nejasnosti.
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Sablona k protokoltim: Kapilarni pfenos DNA a hybridizace se znaéenou sondou.
Jméno:
Datum:

Uloha:

Cil:

Postup a vysledky:
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DEN 4

ANALYZA PROTEIN-PROTEINOVYCH INTERAKCI A BUNECNE
LOKALIZACE PROTEINU

Uvod

Schopnost interagovat s dalSimi proteiny je jednou ze zakladnich charakteristik bilkovin jakozto
zakladniho kamene Zivych organismi. Protein-proteinova interakce je nutnym pfedpokladem i pro pienos
informace v signalnich drahach. Informace se obvykle predava v podobé fosfatové skupiny mezi kinazou
a jejim proteinovym substratem, ktery je specificky rozpoznavan, anebo je prostiednictvim protein-
proteinové interakce pfimo ovliviiovana aktivita interak¢éniho partnera. Jednou z prvnich otdzek, které si
klademe pfi funkéni analyze gent rostlinnych signalnich drah, je ta, se kterymi dal§imi signalnimi
elementy studovany protein interaguje. DalSim dtlezitou otazkou je, ve kterém bunécném kompartmentu
je protein lokalizovan, piipadné ve kterém bunééném kompartmentu spolu dva proteiny interaguji.
S pouzitim transientni exprese proteini po infiltraci listd tabadku Nicotiana benthamiana suspenzi
Agrobacterium tumefaciens a s pomoci skenovaci laserové konfokalni mikroskopie (viz. Metoda 1B),
muzeme tyto otazky zodpovedét.

Casovy harmonogram

8:00 KONFOKALNI MIKROSKOPIE I, skupiny 1-3 (Vendula Hrdinova) / ANALYZA GENOVE
EXPRESE POMOCI TRANSKRIPCNI FUZE I, skupiny 4-6 (Jan Hejatko)
10:30 PROMYVANI MEMBRAN PO HYBRIDIZACI (Alena Kuderova, Markéta Pernisova)

11:30 OBED

12:30 DETEKCE HYBRIDIZACE (Alena Kuderova, Markéta Pernisova)

13:00 KONFOKALNI MIKROSKOPIE II, skupiny 4-6 (Vendula Hrdinova) / ANALYZA GENOVE
EXPRESE POMOCI TRANSKRIPCNI FUZE 11, skupiny 1-3 (Jan Hejatko)

15:30 AUTOMATICKA MIKROSKOPIE (Tereza Dobisova)
16:00 UKONCENI PROGRAMU 4. DNE

Prehled metod

Bimolekularni fluorescen¢ni komplementace (Bimolecular Fluorescence Complementation, BiFC)

Proteiny, jejichz interakci chceme studovat, transientné exprimujeme vV listech tabaku.
Fluorescenéni protein YFP je rozdélen na dvé poloviny (YFPN a YFPC, tedy N- a C- terminalni &ast
proteinu) a kazda polovina je fuzovana sjednim ze studovanych proteini. Pokud spolu proteiny
interaguji, dojde k rekonstituci YFP, kterou sledujeme konfokalnim mikroskopem jako obnoveni
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fluorescence YFP. Protoze metodu BiFC provadime v rostlinnych buikéch, je mozné rozpoznat, ve
kterém kompartmentu bunky k interakcim nasich proteind dochazi.

Test zprostiedkované vazby na membranu (Membrane Recruitment Assay, MeRA)

Pro analyzu interakci mezi membranovym proteinem a cytosolickymi proteiny miizeme pouzit
testu zprostfedkované vazby na membranu (Membrane Recruitment Assay, MeRA). Membranovy protein
je spojen s ¢ervenym fluorescencnim proteinem RFP, zatimco cytosolicky protein je fizovan s GFP
fluoreskujicim zelené. Pfi interakci takovychto fiznich proteind dochazi k asociaci GFP signalu
s membranou, coZ je mozno jednoznacn€ potvrdit analyzou fluorescence rostlinnych bunék
koexprimujicich oba proteiny prostfednictvim konfokalni mikroskopie, ktera umoznuje jasné rozliSit
membranovy a cytosolicky kompartment.

Rastrovaci konfokalni mikroskopie (Confocal laser-scanning microscopy, CLSM)

Jedna se mikroskopickou metodu umoziujici snimat fluorescencni signal s velmi vysokym
rozliSenim. Jako bodového zdroje excitacniho svétla pouzivame lasery o rtizné vlnové délce. Laserovy
paprsek prochazi konfokalni clonkou (pinhole) a prostfednictvim objektivu je fokusovan do malého bodu
na preparatu, kde dojde k excitaci fluorescencnich barvicek, nebo proteinti. Emitovana fluorescence
prochazi zpét objektivem a skrze dalsi konfokalni clonku na fotonasobic, kde je svételny signal preveden
na elektrické impulsy. Konfokalni clonka zajist'uje, Ze se na detektor dostane pouze svétlo z excitovaného
bodu. Svétlo ptichazejici z oblasti nad a pod rovinou ostrosti je clonkou odfiltrovano. Posunu ohniska
skrz celé zorné pole objektivu je dosazeno plynulym pohybem zrcatka skenovaciho zafizeni. Protoze
rychlost jeho pohybu je mnohem nizsi nez rychlost svétla, jsme schopni pomoci softwaru zrekonstruovat
obraz s vysokym rozliSenim a zobrazit ho na monitoru pocitace.

Metoda 4A

Analyza protein-proteinovych interakci a bunééné lokalizace proteinu

—

Ptipravte si 100 pl pipetu, destilovanou vodu, kryci a podlozni sklicka, ktera popiste.

2. Na stied kryciho sklicka kapnéte100 ul vody.

Z listu tabaku infiltrovaného v pondéli vystfihnéte piiblizné étvercovy tvar o plose 1-2 cm’ a
umistéte ho na kapku tak, aby spodni strana listu sméfovala vzhtiru.

Na spodni stranu listu naneste 100 ul kapku vody, priklopte krycim sklickem.

Jemnym poklepavanim zajistite dosednuti kryciho sklicka a odstranite vzduchové bubliny.

S pripravenymi preparaty se piesuiite ke konfokalnimu mikroskopu.

Pomoci rastrovaci konfokalni mikroskopie sledujte fluorescencni signal a jeho lokalizaci uvnitf
bunék.

8. Vyhodnot'te vysledky pozorovani a vypracujte protokol, ve kterém zpracujte v§echny body
uvedené v Sablong.

(98]

Nownk

Sablona k protokoliim: Analyza protein-proteinovych interakci a bunééné lokalizace
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Jméno: (uved’te rovnéz cislo své skupiny)
Datum:
Uloha:

Cil:

Postup a vysledky4:

., .5
Zavér:

* Uvedte struény popis postupu pii infiltraci tabakovych listti (viz. Metoda 1B). Pro¢ je soucasti infiltraéniho AS média
acetosyringon? Pro¢ je infiltra¢ni suspenze agrobakterii obsahuje vzdy kmen p19? Jaké jsou charakteristické rysy jadra,
cytoplasmy, endoplasmatického retikula a plasmatické membrany, na jejichz zaklad¢ byste byli schopni tyto kompartmenty
jednoznaéné rozpoznat pomoci rastrovaci konfokalni mikroskopie? Zpracujte do prehledné tabulky.

5 Vyhodnot'te podrobné interakce a lokalizace proteini, které vage skupina zkoumala a struéné shriite vysledky kolegi z dalsich
dvou skupin.
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Metoda 4B

Piiprava preparatu pro automatickou mikroskopii

Proved’te projasnéni odbarvenych semenackt podle nasledujiciho protokolu:

1) Opatrné odpipetujte 80% etanol a ptidejte 1 ml 0,25M HCl/ 20% MetOH, inkubace 15min pfi 53 oC®,
Roztok opatrné odsat pipetou.

2) 1 ml 7% NaOH / 60% EtOH, inkubace 15 min pfi rt’. Roztok opatrn¢ odsat pipetou.

3) 1 ml40% EtOH, 10 min, rt.

4) Ptidejte 1 ml H,O = 20% EtOH, 10 min, rt. Roztok odsat.

5) 1 ml10% EtOH, 10 min, rt.

6) +1 ml 50% glycerolu = 5% EtOH / 25% glycerol, 15-30min, rt (on, 4 °C). Roztok odsat.

7) 1 ml 50% glycerol.

Metoda 4C

Posthybridizaéni stringentni promyvéani

el S

Piedehiat primarni promyvaci pufr na 60°C. Pouzity objem: 2-5 ml/ cm* membrany.
Opatrné pfenést membranu do valce s timto roztokem a promyvat 4 x 5 min pii 60°C.
Promyvat 2 x 5 min druhym promyvacim roztokem pfi laboratorni teploté.
Membranu vlozit do misky s druhym promyvacim roztokem a nechat stat 10-15 min.

Chemifluorescen¢ni detekce signalu za pouziti ECF substratu

1.

2.
3.

Membranu umistit na Cisty neabsorp¢ni povrch a napipetovat rovnomérnée po celém jejim povrchu
ECF substrat (25 pl/ cm® membrany); inkubovat 1 min.

Prilozit vrchni ¢ast detekeni folie, odsat piebytek substratu a zatavit.

Inkubovat ve tmé pfi laboratorni teploté. Prvni detekci provést piiblizn€ po 2 hodinach.

Detekce chemifluorescencniho signdlu

1.

0,5 h pted detekci zapnout STORM.

Na detek¢ni plotnu pfistoje kapnout trochu EtOH. Na toto misto prilozit folii s membranou (1épe
prilne k povrchu a eliminuji se bubliny).

Skenovat pro chemifluorescenci pfi rozliseni 100 mikrond.

Metoda 4D

Automatickd mikroskopie (Tereza Dobisova)

1) Vlozte preparaty do automatického mikroskopu a nechte snimat pfe noc.

® hybridizaéni pec
7 1t, pokojova teplota
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DEN S

8:00 ANALYZA GENOVE EXPRESE POMOCI TRANSKRIPCNI FUZE (Jan Hejatko, Tereza
Dobisova)

5. Vyhodnoceni vysledkli automatické mikroskopie

10:00 kolokvium



