Klonovani PCR produktu do plasmidu

TEORETICKY UVOD

Pti klonovani PCR produktl do plasmidd se vyuziva vlastnosti Taq polymerasy, a
jinych non-proofreading polymeras, priddvat na konec nové syntetizovaného retézce jednu
bazi — adenin- navic. Klonovaci vektor je poté v linearni formé, kdy na kazdém konci nese
jednu bazi — thymin nebo uracil - navic. Za optimalnich podminek poté dochazi k hybridizaci
a ligaci PCR fragmentu do vektoru (Obrazek 1). PCR fragment hybridizuje do tzv. MCS
(multicloning site) mista, které poté umoziuje pouZiti Sirokého spektra restriktaz pro jeho
pripadné vystépeni z vektoru a re-klonovani do jiného vektoru. Dale se MCS misto nachazi
uvniti genu lacZ kédujiciho galaktosidasu, kdy poté Uspésné vclenéni PCR produktu do
vektoru ma za nasledek ztratu aktivity, ktera tak maze byt vyuZita pro selekci Uspésnych
transformatd pomoci barevného substratu X-gal. Vektor rovnéZ nese rezistenci na jedno
nebo dvé antibiotika (obvykle na ampicilin) a obsahuje T7 a SP6 promotor pro pfipadnou
produkci vklonovaného PCR produktu.
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Obrazek 1. Schéma klonovaciho vektoru pDRIVE (Qiagen)

Pfed vlastnim klonovanim je vidy nutné PCR produkt precistit na agarézovém gelu,
abychom se vyhnuli klonovani pripadnych vedlejsich produkt( PCR reakce (dimery primerd,
nespecifické produkty). Pomér mnozZstvi PCR produkt:vektoru pfi ligaci se poté spocitda na
zakladé vzorce:

(mnozstvi vektoru x délka PCR produktu (bp) x molarni pomér) /délka vektoru (bp)

Ligacni reakce vétSinou poté probiha pfi pokojové teploté nebo 4°C po dobu 1-2

hodin. Poté dochazi ke vlozeni ligovaného vektoru do kompetentnich bunék. V nasem
pfipadé budou pouZzity termo-kompetentni buriky.
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Kompetentni burnky jsou skladovany pti -70°C a vyuziva se jejich schopnosti po
rozmrazeni a vystaveni kratkému teplotnimu Soku ptijmou DNA. Po teplotnim Soku je k
bunkdm obvykle pfiddno SOC médium a jsou 2 hodiny inkubovdny pfi 37°C. Poté jsou
vyockovany na misku s antibiotikem (ampicilinem) a nasledujici den je pozorovan pocet
uspésnych transformantd. ProtoZze mUZe dochazet i k ligaci vektoru bez vloZzeného PCR
produktu, je do média na kultiva¢nich miskach pridan barevny substrat X-gal s induktorem
IPTG, kdy v pfipadé ligace samotného vektoru dochazi k rlistu modrych kolonii (enzym
galaktosidasa je aktivni) a v pfipadé Uspésné ligace PCR produktu do vektoru k ristu bilych
kolonii (enzym galaktosidasa je inaktivovan vloZzenym PCR produktem).

PCR produkt
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Obrazek 2. Schéma transformace bunék JM109

POSTUP PRACE

Amplifikace vybraného obraného genu (PR1a nebo PR5a nebo PAL nebo EF1a)

Pfipravte reakéni smés dle uvedené tabulky do PCR zkumavky:

FW Primer (5 uM) 1,5l
Rev Primer (5 uM) 1,5l
Kapa 2G Mix 2x konc 10 ul
PCR voda 5ul
Templat 2 ul

Reakéni smés jemné promichejte a kratce stocte a vlozte do cycleru. Na cycleru nastavte
nasledujici program:

95°C 2,5min
95°C 30s

60°C 30s  40x
72°C 20s
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Analyza PCR produktu a jeho precisténi

Precisténi bude provadéno pomoci Wizard Gel Extraction Kit (Promega)
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Pfipravte 1,5% agardzovy gel.

Na gel naneste 20 pl PCR produktu smichaného s 3 ul Nanaseciho pufru a do jedné
jamky a 2.5 pl délkového markeru (GeneRuller 50 bp) do druhé jamky.

Spustte elektroforézu: 200V, 20 minut.

Po skonceni elektroforézy vynulujte vahu na 1,5 ml zkumavku.

Dejte gel na transiluminator a vyrezte ze dvou drah prouzek o velikosti 250 bp.

Oba prouzky preneste do 1,5 ml zkumavky a zvazte.

Do zkumavky pfidejte Binding buffer v poméru 10 ul roztoku na 10 mg gelu.
Inkubujte smés 10 minut pfi 55°C, kdy pribéiné zkumavku vortexujte, abyste
urychlili rozpusténi gelu.

Poté preneste celou smés na kolonku (pokud je smési vice jak 800 ul tak na dvakrat).
Stocte kolonku 1 min pri 14000 x g.

Vylijte protekly roztok a pfidejte na kolonku 700 pl roztoku Wash Buffer.
Centrifugujte 1 min pfi 14000 x g.

Vylijte protekly roztok a pfidejte na kolonku 500 pl roztoku Wash Buffer.
Centrifugujte 1 min pfi 14000 x g.

Vyhodte zkumavku, kolonku preneste do nové 2.0 ml zkumavky a centrifugujte 5 min
pfi 14000 x g.

Vyhodte zkumavku, kolonku preneste do nové 1,5 ml zkumavky a na jeji stred
napipetujte 30 ul PCR vody.

Centrifugujte 1 min pfi 14000 x g, PCR produkt je precistén, zmérte jeho koncentraci
na NanoFotometru.

Klonovani PCR produktu do plasmidu pGEM-TEasy a jeho nasledna transformace do bunék E.

coli JIM109

1. Rozmrazte 2x Ligation Master Mix, pGEM-TEasy klonovaci vektor a PCR vodu.

2. Ptipravte ligacni smés:
pGEM-TEasy klonovaci vektor 1.0 ul
PCR produkt 1-4 ul (vypoctéte na zdkladé vzorce)
Ligation buffer, 2x 5ul
ImProm Il Ligaza 1l
PCR voda do 10 ul

3. Jemné ligacni smés promichejte, kratce stocte a inkubujte 1 hodinu pfi pokojové
teploté.

4, Rozmrazte potfebny pocet alikvoti kompetentnich bunék JM109 na ledé a
predehfejte SOC medium na pokojovou teplotu.

5. Do zkumavky s kompetentnimi burfikami pfidejte 2 ul liga¢ni smési, opatrné
promichejte a inkubujte 20 minut na ledé.

6. Poté umistéte zkumavku do termostatu na 42°C presné na 40s a poté ji vratte na 2
minuty do ledu.

7. Pridejte 950 ul SOC media a inkubujte za tfepani (250 rpm) 2 hodiny.

8. Od tohoto bodu provadéjte vSechny ¢innosti v laminarnim boxu a sterilné.
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Poté si pripravte nalité LB misky s ampicilinem (100 pg/ml) a X-gal/IPTG

Napipetujte na pripravené misky 100 pul SOC media s kompetentnimi bunkami a
dikladné medium rozetrete bakteriologickou hokejkou.

Nechte z misek odpafit zbytek rozetfreného média, misky zaviete a umistéte dnem
vzhlru do termostatu na 37°C.

Nasledujici den popiste vysledek.

Zaockovani kolonie pro izolaci plasmidu

Ze selekéni misky vyberte jednu kolonii nesouci plasmid s inzertem a pomoci malé Spicky ji
preneste do 2 ml LB média s ampicilinem (100 pg/ml) a inkubujte na tfepacce pfi 37°C 12-16

hodin.

Izolace plasmidu z kultury E. coli
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Pfeneste 600 ul bakterialni kultury do 1.5 ml zkumavky.

Pridejte 100 ul Cell Lysis pufru a prevracenim Sestkrat smés ve zkumavce
promichejte (vzorek by mél cely zmodrat).

Ihned pridejte 350 ul vychlazeného Neutralizacniho roztoku a pfevracenim smés
ve zkumavce poradné promichejte (vzorek by mél cely zeZloutnout).

Centrifugujte 3 min pti 14 000 x g.

Supernatant opatrné preneste na kolonku umisténou ve zkumavce.

Centrifugujte 15 s pfi 14 000 x g.

Odstrante protekly roztok a na kolonku napipetujte 200 pl Endotoxin Removal
Wash pufru.

Centrifugujte 15 s pfi 14 000 x g.

Odstrante protekly roztok a na kolonku napipetujte 400 ul Wash pufru.
Centrifugujte 15 s pfi 14 000 x g.

Pfeneste kolonku do nové zkumavky, pridejte 30 ul Eluéniho pufru a nechte 1 min
inkubovat na stole.

Centrifugujte 15 s pfi 14 000 x g.

Plasmidovd DNA je ptipravena k pouziti, zmérte jeji koncentraci a Cistotu na
NanoFotometru.

Priprava roztoku plasmidu o definované koncentraci

1.

Na zakladé znalosti velikosti plasmidu s PCR produktem (pfiblizné 3200 bp) a stfedni
molekulové hmotnosti 1 paru bazi DNA () vypocitejte koncentraci plasmidové DNA
pfi nasledujicim poctu kopii:

100 kopii/ul
1000 kopii/pl
10 000 kopii/ul
100 000 kopii/ul
1000 000kopii/ul
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2. Na zdkladé vypoctenych hodnot zfedte plasmidovou DNA PCR vodou na
pozadovanou koncentraci v celkovém objemu 100 pl.

VYHODNOCENI

- Uvedte celkovy pocet kolonii po transformaci.

- Uvedte kvantitu a Cistotu vyizolované plasmidové DNA.

- Uvedte vypocitané hodnoty koncentraci plasmidové DNA pro jednotlivy pocet
kopii/ul.
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Identifikace jednotlivych druht
Vaclavek ze vzorku pudy

TEORETICKY UVOD

V soucasné dobé je na svété rozliSovano pres 40 druh( vaclavek (rod Armillaria),
které se vyskytuji na vSech kontinentech s vyjimkou Antarktidy. Poprvé byl rod vaclavka
identifikovdn v 18. stoleti, ale az v roce 1973 objeveni bifaktoridlniho sexualniho
inkompatibilitniho systému umoznilo spolehlivé identifikovat jednotlivé druhy vaclavek. V
Evropé bylo do soucasnosti identifikovano sedm druhl vaclavek, Armillaria borealis,
cepistipes, ectypa, gallica, mellea, ostoyae a tabescens [2]. Vaclavky se vyskytuji témér na
vsech druzich porostl, mezi néz patfi predevsim listnaté a jehlicnaté lesy, ovocné sady a
parky. Vyskyt jednotlivych druhd je omezen jednak klimatickymi a geografickymi
podminkami a na druhé strané vyskytem vhodnych hostitel(l [2]. Vaclavky se v lese podileji
na rozkladu odumftelé dievni hmoty, ¢imZz v mnohém pfipominaji chovani mykorhiznich hub.
V mnoha pfipadech vSak prechazi k nekrotrofnimu parazitizmu, resp. saproparazitizmu, na
celé Skale drevin, predevSim pak na smrku, borovici a dubu. Byly vSak pozorovany i na
nahosemennych a krytosemennych rostlindch, na celé radé bylin, na obilninach nebo na
okrasnych rostlinach. Kazdoroéné pak zpUsobuji obrovské skody na lesnich porostech [1,2].
Nékteré druhy mohou byt obligatnimi saprotrofy, avsak vSsechny druhy jsou schopné napadat
stresem oslabené hostitele. Nékteré druhy ddle produkuji antibiotické latky, které jim
pomahaji udrzet kontrolu nad infikovanym hostitelem [2]. Jednotlivé druhy vaclavek se lisi
jednak svou patogenitou a také spektrem napadanych hostitell. Proto je z hlediska lesniho
hospodarstvi velmi dlileZité odliSovat od sebe jednotlivé druhy.

V soucasné dobé jsou k identifikaci jednotlivych druh( vaclavek nejvice pouzivané
parové testy objevené Hinkitou v roce 1973, avSak v posledni dobé se k identifikaci zacinaji
pouZivat molekularné—biologické metody, mezi néz predevSim analyza restrikcnich
fragmentl ribozomalni DNA.

Restrikéni analyza.

Restrikéni endonukleasy jsou enzymy, které rozpoznavaji ve dvousroubovicové DNA
specifickou sekvenci sloZzenou obvykle ze 4 az 6 pdar( bazi a v tomto misté DNA specificky
Stépi. VétsSina rozpoznavanych sekvenci restrikénimi enzymy ma dokonalou dvojcetnou
rotaéni symetrii. Tyto sekvence jsou zndmy jako tzv. palindromy. Celd fada restrikénich
enzym0 (napt. Hinf |, Mbo 1) katalyzuje Stépeni dvou vlaken DNA v polohach symetricky
rozmisténych okolo stfedu palindromové sekvence. Vznikaji tak fragmenty s koheznimi i
lepivymi konci. U nékterych restrikénich enzyma (Alu 1) naopak misto Stépeni prochazi pfimo
dvojcetnou osou palindromu. Vznikaji pak fragmenty se zarovnanymi ¢i tupymi konci [18].

Polymorfie délky restrik¢nich fragment( (RFLP) poté poskytuje cenné informace o
rozdilech mezi sekvencemi u jednotlivych druh( organizm( a je v soucasné dobé jednou z
nejpouzivanéjsich metod v taxonomii a fylogenezi.
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Identifikace na zakladé ribozomdlni RNA

Geny kddujici ribozomadlni RNA jsou z hlediska taxonomického a fylogenetického
velmi ¢asto pouZivané. ITS oblast rDNA je velmi polymorfni, ¢imz se stdva pro taxonomické a
fylogenetické studie velmi vyhodnou. Tato oblast lezi mezi malou jadernou rDNA a velkou
jadernou rDNA a je 5.8S rDNA rozdélena na oblasti ITS 1 a ITS 2 [3]. Pro amplifikaci této
oblasti u hub byly navrzeny primery ITS 1 a ITS 4 (obrazek 1).

ITS1
AR1
P R
U/ 185 IDNA ITS1 | 5.88 | ITS2 23S IDNA /ﬂ
=
T
AR2 1754

Obrazek 1: Umisténi ITS oblasti a primer( ITS 1, ITS 4, ARM1 a ARM2 na rDNA [3]

Detekce vdclavek na zakladé RELP analyzy ITS oblasti

Pro specifikou detekci vaclavek poté byly navrzeny primery ARM1 a ARM2 lezZici na
okrajich oblasti ITS1 a ITS2 (obrazek 1). Tyto primery se pouZzivaji pro specifickou amplifikaci
vSech sedmi evropkych druh( vaclavek. Pro dosaZeni velmi vysoké citlivosti metody pro
identifikaci vaclavek se vzorki pOdy se vyuZivd tzv. nested PCR, pfi které dochazi
k amplifikaci pozadované oblasti pomoci dvou par0 primerQ. Prvni par, tzv. externi, se
vétsSinou vyznacuje nizsi specifitou a slouZi k pfed-mnoZeni poZadované oblasti. Druhy par,
tzv. interni, je poté vysoce specificky a pouZziva se k namnoZeni poZadované oblasti z jiz pred-
mnozeného vzorku. Pfi identifikaci vaclavek ze vzork( pldy lze vyuZit jako externi par
primerQ primery ITS1 a ITS4 a jako interni par primery ARM1 a ARM2.

Pro urceni konkrétniho druhu vaclavky se poté vyuzivd RFLP analyza oblasti
namnozené pomoci primerll ARM1 a ARM2 vyuzivajici restrikéni endonukledzy Hinfl a Alul.
Délky restrikénich fragmentU pro jednotlivé druhy vaclavek jsou uvedeny v tabulce nize.

Izolat Délka  amplikonu | Restrikéni fragmenty Restrikéni fragmenty
(bp) Hinfl (bp) Alul (bp)
ITS/AR

A. borealis A1? 868/711 293,172,56,31, 75, 68 41,97, 180, 222, 323

A. cepistipes 204° 868/711 293, 227,43, 132 41,97, 180, 222, 323

A. gallica 147° 868/711 294, 227,43, 63, 69 41,97, 180, 222, 323

A. mellea 184° 882/724 148, 159, 401 40, 47,97, 149, 214, 325

A. ostoyae C2° 870/713 294, 228, 31,75, 69 41,97, 180, 222, 323

A. tabescens T3° 847/690 295, 125, 93, 32,129 35,70, 96, 138, 181, 327
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Izolace DNA z ptdy pomoci izola¢niho kitu PowerSoil DNA

vk wnwN

14.
15.
16.
17.

18.

19.

Do tfeci misky navazte pfiblizné 250 mg vzorku pldy a rozetfete s trochou morského
pisku a smés preneste do pfripravenych rozbijecich zkumavek. Promichejte opatrnym
vortexovanim.

Pfidejte 60 pl roztoku C1 a nékolikrat promichejte obracenim zkumavky nebo vortexujte.
Umistéte rozbijeci zkumavky vodorovné a vortexujte maximalni rychlosti 10 minut.
Centrifugujte 30 sekund pfi 10 000 x g.

Pfeneste supernatant do Cisté 2 ml mikrozkumavky.

Poznamka: Ocekavejte 400 aZz 500 pl smési. Smés muze stdle obsahovat urcité mnozstvi
pldnich ¢astic.

Pfidejte 250 ul roztoku C2 a vortexujte 5 sekund. Inkubujte 5 minut pfi 4°C.
Centrifugujte 1 minutu pfi pokojové teploté a pfi 10 000 x g.

Pfeneste do Cisté 2 ml mikrozkumavky (pfilozena) maximalné 600 pl supernatantu.
Pfidejte 200 pl roztoku C3 a kratce vortexujte. Inkubujte 5 minut pfi 4°C.

. Centrifugujte 1 minutu pfi pokojové teploté pfi 10 000 x g.

. Preneste do Cisté 2 ml mikrozkumavky (pfiloZzena) maximalné 750 ul supernatantu.

. Pridejte 1200 pl roztoku C4 a vortexujte 5 sekund.

. Pfeneste pfiblizné 675 pl do kolonky a centrifugujte 1 minutu pfi 10 000 x g pfi pokojové

teploté. Vylijte prefiltrovanou kapalinu a pridejte dalSich 675 pl smési do kolonky a
centrifugujte 1 minutu pfi 10 000 x g pfi pokojové teploté. Pridejte do kolonky zbytek
smési a centrifugujte 1 minutu pfi 10 000 x g pti pokojové teploté.

Poznamka: Kazdy vzorek je nutné rozdélit na tfi davky.

Pfidejte 500 ul roztoku C5 a centrifugujte 30 sekund pfi 10 000 x g pfi pokojové teploté.
Vylijte proteklou kapalinu.

Centrifugujte znovu 1 minutu pfi 10 000 x g pfi pokojové teploté.

Opatrné preneste kolonku do Cisté 2 ml mikrozkumavky (pfiloZzena). Zabrarite potfisnéni
kolonky roztokem C5.

Pridejte 80 pl roztoku C6 doprostfed bilé membrany uvnitf kolonky a centrifugujte 30
sekund pfti pokojové teploté pfi 10 000 x g.

Vyjméte kolonku. DNA ve zkumavce je nyni ptipravena pro dalsi pouziti.

Meéreni Cistoty izolované DNA pomoci Nano-fotometru

Na fotometru nastavte méreni koncentrace dsDNA.

Na ¢ocku méfici kyvety nepipetujte 3 ul PCR vody a zakryjte vrskem s faktorem 10.
Zmacknéte tlacitko pro méreni Blanku (BLANK).

Cocku a vriek otiete tampdnem a poté na ¢ocku napipetujte 3 pl vzorku DNA.
Zakryjte cocku vrskem s faktorem 10 a zmacknéte tlacitko pro méreni vzorku
(SAMPLE)

6. Vytisknete hodnoty Cistoty Azso/280, A230/260 @ NAaMeérené spektrum.
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Priprava 1. Reakéni smési nested-PCR

Pfipravte reakéni smés dle uvedené tabulky do PCR zkumavky:

Primer ITS1 (1 uM) 1,5 ul
Primer ITS4 (1 uM) 1,5l
Kapa 2G Mix 2x konc 15 pl
PCR voda 10 pl
DNA 2 ul

Reakéni smés jemné promichejte a kratce stoCte a vloZzte do cycleru. Na cycleru nastavte
nasledujici program:

95°C 2,5min
95°C 30s

55°C 30s 35x
72°C 20s

Priprava 2. Reakéni smési nested-PCR

Ptipravte reakéni smés dle uvedené tabulky do PCR zkumavky:

Primer ARM1 (5 uM) 1,5l
Primer ARM2 (5 uM) 1,5l
Kapa 2G Mix 2x konc 10 ul
PCR voda 5 ul
1 PCR reakce 2 ul

Reakéni smés jemné promichejte a kratce stoCte a vloZzte do cycleru. Na cycleru nastavte
nasledujici program:

95°C 2,5min
95°C 30s

60°C 30s  40x
72°C 20s

Restrikéni analyza PCR produktu

Pripravte reakéni smés dle uvedené tabulky do PCR zkumavky:

PCR reakéni smés 16 ul
10 x ReakéEni pufr 2 ul
Enzym Hinf | 2 ul

Reakéni smés jemné promichejte, kratce stocte a inkubujte 1,5h pfi 37°C.
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Analyza Restrikénich fragmentl pomoci agardzové elektroforézy

Pfipravte 2% agarosovy gel — navazte 0,7 g agardzy, pridejte 35 ml 1x TBE pufru a agarosu
dikladné rozvarte v mikroviné troubé. Poté zchladte agarosu na cca. 70°C, pridejte 1 ul
ethidium bromidu, promichejte a nalijte do pfipravené vanicky s hfebinkem. Nechte asi 15

minut tuhnout.

Poté vlozte nality gel do elektroforetické vanicky s cca 200 ml 1x TBE pufru a vyndejte
hiebinek. K restrikénim smésim a ke zbytku PCR reakce pfidejte 2 ul Nanaseciho pufru.

Naneste vzorky na gel v nasledujicim poradi:

Délkovy marker — PCR produkt - RA Hinfl = RA Alul

Analyza Restrik¢nich fragmentt pomoci HPLC

Do insertu napipetujte 15 pl smési po restrikéni analyze a 10 ul PCR vody. Insert
vloZte do HPLC pfistroje HP 1100 Series a spustte nasledujici metodu, ve které je pouZita

TSK-gel DEAE NPR kolona a pruatok ¢ini 1 ml/min:

Roztok A Roztok B
10 mM Tris-HCI (pH = 9.0); 0.8 M NaCl 10 mM Tris-HCI (pH =9.0)
Gradient
T (min) % B

0 62.5

0.1 50

0.11 50

3 35

10 25

10.5 0

11.5 0

11.51 0
11.70 62.5
14.50 62.5

Na kolonu nasttiknéte 20 ul vzorku.

VYHODNOCENi

- Uvedte koncentraci a na zakladé namérenych dat zhodnotte Cistotu izolované DNA
- Na zakladé délky amplifikatu a vysledku restrikéni analyzy urcete, jaky druh vaclavky
obsahoval vas vzorek pldy, vysledek zdlvodnéte.
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Meéreni aktivity phenylalaninamoniak lyasy

TEORETICKY UVOD

V rostlinné burice existuji tfi zdkladni regulacni enzymy uUcastnici se syntézy fytoalexin(,
phenylalaninamoniak lyasa (PAL), 5-epiaristolochen syntasa (EAS) a 3-hydroxy-3-methyl-
glutaryl-CoA reductasa (HMGR). Aktivace enzymu PAL (EC: 4.3.1.5) je spojena s akumulaci
fenylpropanoidnich latek a se syntézou dulezZité signdini molekuly, kyseliny salicylové. PAL
katalyzuje reakci premény aminokyseliny L-phenylalaninu na kyselinu trans-skoficovou:

Aktivita PAL se da velmi dobre mérit narlistem absorbance kyseliny trans-skoficové pfi
290 nm.

POSTUP PRACE

Jednotlivé skupiny si rozdéli izolaci z listd po aplikaci cryptogeinu a kontrolnich listd po
aplikaci vody sesbiranych v ¢asovych intervalech Oh, 6h a 24h po aplikaci.

Izolace enzymu phenylalaninamoniak lyasy
Roztoky:
Izolacni pufr (0,1 M Borat (pH= 8.8), 17 mM B-merkaptoethanol, 1 % PVP)

0,3 g tkané vlozte do treci misky, zmrazte v tekutém dusiku a rozetfete v 1.5 ml izolaéniho
pufru. Homogenat nepipetujte do 2.0 ml zkumavky. Centrifugujte 20 minut pfi 15 000 x g pfi
4°C. Poté prepipetujte supernatanty do 1.5 ml zkumavky a uchovavejte na ledu.

Méreni aktivity enzymu phenylalaninamoniak lyasy
Roztoky:

0,1M Boratovy pufr (pH = 8.8)

12 mM L-Phenylalanine

Pokrocilé praktikum z Biochemie 2011
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Méreni se bude provadeét v triplikatu. Do tfi 1.5 ml zkumavek napipetujeme jednotlivé slozky
reakcni smési:

0,1M Boratovy pufr (8.8) 150 pl
12 mM L-Phenylalanin 150 pl

Jako blank pouzijeme nasledujici reakéni smés:
0,1M Boratovy pufr (8.8) 150 pl
12 mM D-Phenylalanin 150 pl

Poté pridejte do kazdé zkumavky 125 ul enzymového extraktu a inkubujte 30 minut pri 30°C.
Nasledné reakci zastavime pridavkem 150 pl 0,1M TCA. Smés dlkladné promichejte na
vortexu a do kazdé zkumavky pridejte 125 pl vody a smés centrifugujte 10 minut pfi 15 000 x
g. Odsajte supernatant, prepipetujte ho do UV semi-mikro kyvety a zmérte absorbanci pfi
290 nm oproti blanku (reakéni smés s D-phenylalaninem).

VYHODNOCENI
- Spocitejte aktivitu PAL v ¢ase Oh, 6h a 24h po aplikaci cryptogeinu a kontrolniho
vzorku (vody).
- Vysledky vyneste do grafu, kde budou srovnany zmény aktivity PAL po aplikaci
cryptogeinu ve srovndni s kontrolou (voda) v zavislosti na ¢ase.
- Vysledek zdlivodnéte.
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Detekce aktivity askorbat peroxidasy v
polyakrylamidovém gelu

TEORETICKY UVOD

Askorbat peroxidasa (APX) je enzym zodpovédny za detoxifikaci peroxidu vodiku u
rostlin. U rostlin se vyskytuji tfi izoenyzmové formy liSici se lokalizaci v burice. VSechny
askorbat peroxidasy katalyzuji reakci:

2 askorbat + H, 0, ————— 2 monodehydroaskorbat + 2 H,0

Role askorbat peroxidasy pfi obranné reakci byla podpofena pozorovanimi, Ze jeji aktivita
narlsta pfi aplikaci riznych enviromentalnich stresd. V nékterych ptipadech viak mGzeme
po infekci rostliny patogenem pozorovat drasticky pokles jeji aktivity, ktery poté potencuje
nekrézu bunék zplsobenou prevazné oxida¢nim stresem.

VyuZiti nativni polyalkrylamidové elektroforézy pro stanovovani aktivit celé fady enzym( ma
prevazné nejvétsi vyznam pfi studiu aktivace jednotlivych izoenzymovych forem. Toto
stanoveni aktivity APX je zaloZeno na schopnosti askorbdatu redukovat nitro-blue tetrazolium
(NBT) v pfitomnosti N,N,N°,N’-tetraethylendiaminu (TEMED) na nerozpustny barevny
formazan. V pfitomnosti H,0, je APX schopna zabranit tvorbé formazanu diky velmi rychlé
oxidaci askorbatu. Proto je aktivita APX pozorovana na gelu jako achromaticky prouzek.

POSTUP PRACE

Jednotlivé skupiny si rozdéli izolaci z listl po aplikaci cryptogeinu a kontrolnich listd po
aplikaci vody sesbiranych v ¢asovych intervalech Oh, 6h a 24h po aplikaci.

Izolace askorbat peroxidasy
Roztoky:
Izolacni pufr (100 mM fosfatovy pufr (pH=7.0), 5 mM askorbat, 1 mM EDTA)

0,3 g tkané vlozte do treci misky, zmrazte v tekutém dusiku a rozetrete v 0,6 ml izola¢niho
pufru. Pufr preneste do 1.5 ml zkumavky a centrifugujte pfi 12 000 x g 5 min pfi 4°C.
Supernatant preneste do nové 1.5 ml zkumavky a opét centrifugujte pfi 20 000 x g 40 min pfi
4°C. Odsajte supernatant a uchovavejte ho na ledu.

Priprava polyakrylamidového gelu

Roztoky:
Elektroforeticky pufr (Tris-Glycin (pH=8.8), 2 mM askorbat)
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Nality gel proplachnéte vodou a vloite do elektroforetické vanicky. Nalijte do vanicky
elektroforeticky pufr obsahujici 2 mM askorbat a spustté elektroforézu na 30 minut pfi
konstantnim proudu 15 mA/gel. Elektroforézu provadéjte pri 4°C.

Pfiprava a naneseni vzorku
Smichejte 60 ul enzymového izolatu s 12 pl nanaseciho pufru. Na gel nanasejte 15 pl a 30 pl
jednotlivych izolatu v nasledujicim poradi:

Gel ¢.1 (15 ul izolatu): voda Oh, voda 6h, voda 24 h, mezera, cry O h, cry 6 h, cry 24h
Gel €.2 (30 ul izolatu): voda Oh, voda 6h, voda 24 h, mezera, cry O h, cry 6 h, cry 24h

Elektroforézu provadéjte pti konstantnim proudu 15 mA/gel po dobu 2 hodin pfi 4 °C.

Detekce aktivity askorbat peroxidasy v gelu

Roztoky:

Ekvilibraéni pufr | (50 mM fosfatovy pufr (pH=7.0), 2mM askorbat)
Ekvilibracni pufr Il (50 mM fosfatovy pufr (pH=7.0), 4mM askorbat)
Promyvaci pufr (50 mM fosfatovy pufr (pH=7.0))

Detekéni pufr (50 mM fosfatovy pufr (pH=7.8), 28 mM TEMED, 2.45 mM NBT)

Vsechny nasledujici kroky budou provadény pti pokojové teploté. Ekvilibrujte gel 30 min v
ekvilibracnim pufru |, ktery kazdych 10 minut vyménte. Poté inkubujte gely 20 minut v
ekvilibracnim pufru ll, do kterého pridejte 4,5 pl peroxidu vodiku. Poté gel promyjte + min v
promyvacim pufru a ponoite ho do detekéniho pufru. Aktivita askorbat peroxidasy bude
detekovana jako achromaticky prouzek na tmavém pozadi.

VYHODNOCENI{

- Srovnejte zmény aktivity askorbat peroxidasy po aplikaci cryptogeinu ve srovnani s
kontrolou (voda) v zavislosti na ¢ase.
- -Vysledek zdGvodnéte.
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Stanoveni zmény exprese genu pro pathogenesis
related (PR) proteiny u rostlin tabaku

TEORETICKY UVOD

Na pocatku byly PR (pathogenesis related) proteiny identifikovany jako proteiny,
které se nevyskytuji ve zdravych rostlinach a po infekci patogenem dochazi k jejich masivni
akumulaci. Do dnesni doby je znama cela rfada PR protein(, které byly rozdéleny do 14 ttid,
jak je uvedeno v tabulce nize. Kazda tfida muze byt dale délena na kyselé a bazické
homology. Syntéza kyselych forem PR protein( je obvykle spojena s infekci patogenem a u
rostlin jejich syntéza vyvolava tzv. systémové navozenou rezistenci (SAR — systemic acquired
resistance). Na druhé strané syntéza bazickych forem PR protein(l je spojena s poskozenim
nebo napadenim rostliny herbivornim hmyzem. lJejich syntéza je poté spojena s tzv.
rezistenci proti herbivornimu hmyzu (IRH - induced resistance against herbivores).

Trida Nazev Funkce
PR-1 PR-1 Tabdk neznama
PR-2 PR-2 Tabak B-1,3-glukanasa
PR-3 P, Q Tabak chitinasa
PR-4 R' Tabak chitinasa
PR-5 S Tabak podobny thaumatinu
PR-6 Inhibitor | Rajce proteinasovy-inhibitor
PR-7 “P“ Rajce endoproteinasa
PR-8 Chitinasa Okurka chitinasa
PR-9 “lignin-forming peroxidase' Tabak peroxidasa
PR-10 "PR1" PSenice podobny ribonuclease
PR-11 tfida V Tabak chitinasa
PR-12 Radish Rs-AFP3 defensin
PR-13 Arabidopsis THI2.1 thionin
PR-14 LTP4 PSenice lipid-transfer protein
Literatura
1. Buchanan B. B., Gruissem W., Jones R. L.: Biochemistry & molecular biology
2. Edreva A. (2005): Pathogenesis-related proteins: Research progress in the last 15 years. Gen. Appl.

Plant Physiology 31(1-2), 105-124.

3. Mikes V., Milat M-L., Ponchet M., Ricci P., Blein J-P. (1997): The fungal elicitor cryptogein is a sterol

carrier protein. FEBS Letters 416, 190-192.
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POSTUP PRACE

Izolace celkové RNA z listu tabaku

Jednotlivé skupiny si rozdéli izolaci celkové RNA z list(i po aplikaci cryptogeinu a kontrolnich
list( po aplikaci vody sesbiranych v ¢asovych intervalech Oh, 8h a 24h po aplikaci.

O N oW

9.

10.
11.
12.
13.
14.

Odeberte 100 mg tkané a vlozte ji do 2.0 ml zkumavky spolecné s drticim olGvkem.
Vlozte zkumavky do drtici viozky, zasroubujte vlozku vickem a vhodte ji do kapalného
dusiku. Po vymrazeni zasunte vlozku do pouzdra a asi minutu tfepejte.

Poté vyjméte zkumavku z vlozky, otevrete ji, pomoci pinzety vejméte ollvko a
pridejte 1 ml TRI reagentu. Inkubujte zkumavku pfiblizné 5 minut pfi pokojové
teploté.

Pridejte 200 pl chloroformu, vortexujte 15 s a nechte stat 5-10 minut pfi pokojové
teploté

Horni vodnou fazi preneste do Cisté zkumavky a pridejte 1/10 objemu isopropanolu
Opatrné promichejte a nechte stat pfi pokojové teploté po dobu 5-10 minut
Centrifugujte pfi 12 000xg po dobu 10 minut pfi 4°C.

Odsajte supernatant a pridejte k nému zbyvajici mnozstvi isopropanolu, aby celkovy
pridany objem isopropanolum byl 500 pl.

Opatrné promichejte a nechte stat pfi pokojové teploté po dobu 5-10 minut
Centrifugujte pfi 12 000xg po dobu 10 minut pfi 4°C.

Odstranite supernatant a vysraZzenou RNA promyjte 1 ml 75% ethanolu

Centrifugujte pfi 7500xg po dobu 5 minut pfi 4°C

Odstrante supernatant a RNA nechte asi 10-15 minut vyschnout

Rozpustte RNA ve formamidu pfedehiatém na 55°C.

Stanoveni koncentrace a Cistoty vyizolované RNA pomoci Nano-fotometru

Do dvou 1.5 ml zkumavek napipetujte 9 ul DEPC vody. Do jedné pfidejte 1 pl formamidu
(BLANK) a do druhé 1 pl vyizolované RNA. Promichejte zkumavky na vortexu a kratce stocte.

1.
2.

w

Na fotometru nastavte méreni koncentrace RNA a redici koeficient 10x.

Na ¢ocku meéfici kyvety nepipetujte 3 ul DEPC vody s formamidem a zakryjte vrskem
s faktorem 10

Zmacknéte tlacitko pro méreni Blanku (BLANK).

Cocku a vréek otfete tampdnem a poté na ¢ocku napipetujte 3 pl fedéného vzorku
RNA.

Zakryjte cocku vrskem s faktorem 10 a zmacknéte tladitko pro méreni vzorku
(SAMPLE)

Vytisknete koncentraci a hodnoty Cistoty Ajso/280, A230/260 @ NAaMerené spektrum.

Elektroforéza vyizolované RNA
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Ptiprava gelu:

Zahtejte 1.75 ml formaldehydu a 3 ml 10x MOPS pufru na 55°C.

Rozpustte 0.4 g agarosy v 25 ml vody.

Zchladte agarosu na 55°C a pfidejte formaldehyd, 10x MOPS pufr a 15 pl EtBr.
Nalijte gel

PN pE

Pfipravte vzorek podle nasledujici tabulky:

RNA 3.0l
formaldehyd 2.25 pl
formamid 7.5 ul
10x MOPS 0.75 ul
Voda 1.0ul
Celkovy objem 15.0 ul

Inkubujte vzorek 15 minut pfi 55°C. Po denaturaci pfidejte 1.5 pl 10x nandaseci barvicky,
promichejte a naneste vzorek na gel. Jako elektroforeticky pufr pouzijte 1x MOPS pufr.

Reverzni transkripce izolované RNA

Naredte vyizolovanou RNA na koncentraci 0.2 pg/ul a umistéte ji na led. Pripravte reakéni
smeés:

5 x RT ImPromll buffer 2.0l
25 mM MgCl2 2.2 ul
dNTPs 1.0 ul
Random Hexamers 0.5 ul
Voda 2.6 ul
Reverse transcriptase 0.5 ul
RNasin 0.1 ul

Pridejte do reakcéni smési 1 pl naredéné RNA o koncentraci 0.2 pg/ul. VloZzte zkumavku do
termocycleru a nastavte ndasledujici program:

25°C 10 min
42°C 45 min
72°C 15 min
4°C hold

Amplifikace cDNA genu pro PR1a protein pomoci RealTime PCR
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Ptipravime si reakéni smés vztazenou na 1 vzorek dle nasledujici tabulky, kdy k amplifikaci
vyuzijeme primery pro geny PR1a nebo PR5a nebo PAL nebo EF1la:

2 x KAPA SYBR Mix 7.5 ul
F primer (10 uM) 0.5 ul
R primer (10 uM) 0.5 ul
Voda 5.0 ul

Reakéni smés promichame, kratce stoCime a pfiddme 1.5 pl cDNA vzniklé po reverzni
transkripci nebo kvantifikaénich standard(l. VloZte zkumavku do termocycleru a nastavte
nasledujici program:

95°C 2 min

95°C 20s

60°C 40 s (odecet fluorescence) 40x
VYHODNOCENI

- Uvedte koncentraci a na zakladé namérenych dat zhodnotte Cistotu izolované RNA

- Na zakladé vysledku RealTime PCR vypocitejte metodami absolutni nebo relativni
kvantifikace za pouZiti delta Ct metody, zdali dochdazi po pfidani kryptogeinu ve
sledovanych casovych intervalech (8 a 24h) ke zvySeni exprese vybranych PR
proteinl a o jak velké zvyseni se jedna.

- Ddle na zdkladé vypoctenych vysledk(i porovnejte metodiky relativni a absolutni
kvantifikace.
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Identifikace glykoproteini krevniho séra pomoci
SDS-PAGE a Western blot analyzy

TEORETICKY UVOD

SDS-PAGE je velmi efektivni analytickd pomuicka pro separaci proteinové smeési,
k analyze Cistoty proteinu a jeho pfiblizné molekulové hmotnosti, ale neposkytuje nam zadna
data na zakladé, kterych bychom mohli provést identifikaci nabarveného proteinu. Barveni
stfibrem nebo coomasie ndm poskytuje pouze dikaz o pritomnosti molekulové hmotnosti
proteinu. Pfi provadéni podrobnéjsich analyz separovanych proteind se obvykle setkdvame
s problémem malo ptistupné a husté matrice polyakrylamidového gelu pro celou fadu
detekcnich Cinidel. Proteiny z SDS-PAGE gelu tak mohou byt preneseny (preblotovany) z gelu
na tenkou matrici (blotovaci membranu), na které jsou daleko vice pfistupné pro chemicka
Cinidla nebo biochemické reagencie. Pokud je pfenos proteinli spojen s vysoce specifickou a
citlivou detekci pomoci imunometod, je tento proces nazyvan Western-Blottingem. Western
blotting ma celou fadu vyhod zahrnujici malou spotiebu reagencii, kratky ¢as zpracovani,
nendroc¢né vybaveni a velmi vysokou efektivitu.

V soucasné dobé se pouZivaji tfi zakladni blotovaci matrice: nitrocelulosovd, nylonova
a PVDF (polyvinyldifluoridovd). Vazba proteinl na metrice je ne-kovalentni, kdy k nejsilnéjsi
interakci dochazi u PVDF membrany. Ze vSech typl membran se potom PVDF membrana
vyznacuje nejvétsi pevnosti a velmi nizkym pozadim pfi barveni. Pro pfenos protein( z gelu
na membranu vyuzijeme metodu semi-dry elektroblottingu, kdy je gel s membrdnou umistén
mezi dvé elektrody a dochazi k prenosu proteini pomoci aplikovaného elektrického pole.
Kvlastni detekci proteinl na membrané se pfi imunodetekci pouZivaji vétSinou dvé
protilatky. Primarni protilatka je specifickd pro na$ protein zajmu. Druha, sekunddrni,
protilatka je vétSinou protilatka proti IgG protilatce pouzité v prvnim kroku a je konjugovdna
s enzymem, nejcastéji kfenovou peroxidasou nebo alkalickou fosfatasou. Pokud se poté
prida k membrané detekéni roztok, enzym konjugovany se sekunddrni protilatkou katalyzuje
barevnou reakci davajici barevny prouzek na membrané.

V nasem pripadé budeme specifickou skupinu protein(, glykoproteiny, identifikovat
pomoci lektinG, které se specificky vazi na cukerné zbytky. Lektiny jsou tfidou proteinu
vyskytujicich se u bakerii a rostlin schopné vazat se na cukerné zbytky glykoproteinu.
V nasem experimentu pouZijeme lektin z fazole Konkanavalin A (Con A), ktery ma velmi
vysokou afinit k a-D-manosylovym zbytkiim. Tento Con A je konugovan s biotinem. Jako
sekundarni protilatku pak pouzijeme streptavidin konjugovany s peroxidasou, ktera poskytne
po pfidani substratu 4-chloro-1-naftolu/peroxidu vodiku barevnou reakci.

Jako vzorek bude pouzito lidské sérum
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POSTUP PRACE

SDS-PAGE elektroforéza

Roztoky:

Proteinovy marker — 14-160 kDa

Elektroforeticky pufr (25 mM Tris-Cl, pH 8,3, 150 mM glycin, 0.1%SDS
Nanaseci pufr

w

K 30 ul vzorku krevniho séra pfidejte 6 pl nandseciho pufru, promichejte a inkubujte
5 min pfi 100°C v termostatu

Nasledné zkumavky zchladte na ledu

Poté naneste na 3 gely po 10 ul krevniho séra, 10 pl albuminu a 5 pl hmotnostniho
markeru

Spustte elektroforézu, podminky separace: konstantni proud 30 mA/gel, 40 minut

Po elektroforéze prvni gel proplachnéte 15 minut v MiliQ vodé a nasledné ponorte
do 50 ml barvy koloidni coomasie BioSafe, sdruhym a tfetim gelem provedte
blotting.

Gel ponoreny do koloidni coomasie po dvou hodindch vyjméte a proplachnéte vodou
a naskenujte.

Semi-Dry Blotting

Roztoky:
Pfenosovy pufr (25 mM Tris-Cl, pH 8,3, 150 mM glycin, 20 % metanol, 0.1%SDS)

N

b w

Ptipravte si dvé membrany PVDF a 8 papird Whatman 3MM o rozmérech 7x5 cm.
Ponorte PVDF membrany na 20 s do MeOH (sniZeni hydrofobicity membrany) a poté
je inkubujte 5 min v pfenosovém pufru spolecné s 8 papiry Whatman 3MM

Sestavte sandwich dle obrazku nize.

Spustte semi-dry elektro transfer. Provadéjte pfenos 1 h pfi konstantnim napéti 30V
Po skonéeni blotting vyndejte membrdany a ponofte je na 5 min do barvicky Ponceau
S.

Poté je oplachnéte ve vodé a pomoci propisky zaznacte marker.

Blotting paper
{2-3 sheets)

These stack compo-
Gel nents are the same
size as the gel or
Membrane slightly smaller

Blotting paper
{2-3 sheets)

Mask {opening approx. 2 mm smaller
than the gel on ali sides). Optional,

Pokrocilé praktikum z Biochemie 2011



Wet Blotting

P w

Ptipravte si dvé membrany PVDF a 8 papird Whatman 3MM o rozmérech 7x5 cm.
Ponorte PVDF membrany na 20 s do MeOH (sniZeni hydrofobicity membrany) a poté
je inkubujte 5 min v pfenosovém pufru spolecné s 8 papiry Whatman 3MM

Sestavte sandwich dle obrdzku nize a umistéte ho do aparatury Mini-Protean 3.
Provadéjte prenos 1 h pfi konstantnim napéti 30V

Po skonéeni blotting vyndejte membrdany a ponofte je na 5 min do barvicky Ponceau
S.

Poté je oplachnéte ve vodé a pomoci propisky zaznacte marker.

cassette clamp

Fiber pad

filter paper

Membrane

Gel

filter paper

cassette (black

Fiber
colored side) P

Detekce pomoci Con A — biotin a Streptavidin - HRP

Roztoky:
TBST pufr (20 mM Tris-Cl (pH 7,6), 100 mM NacCl, 0,1 % Tween-20)
Roztok substratu (20 ml roztoku 4-chloro-1-naftol-methanolu, 10 pl 30% H,0,)

Detekce

Nevazebna mista blokujte v 20 ml roztoku 1 x TBST obsahujicim albumin po dobu 30
minut

Dvakrat membranu promyjte 20 ml 1 x TBST pufru po dobu 5minut

Inkubujte membranu ve 20 ml TBST pufru s 50 pl Con A-biotin konjugatu po dobu 2
hodin.

Dvakrat membranu promyjte 20 ml TBST pufru po dobu 5 minut

Inkubujte membranu ve 20 ml TBST pufru s 50 ul Streptavidin-HRP konjugatu po
dobu 1 hodiny

Dvakrat membranu promyjte 20 ml TBST pufru po dobu 5 minut

Inkubujte membranu ve 20 ml roztoku substratu po dobu 10-15 minut, az se za¢nou
objevovat modrofialové zbarvené prouzky. Roztok substratu si pripravte tésné pred
pouzitim pridanim 10 pl 30% H,0, do 20 ml roztoku 4-chloro-1-naftol-methanolu
Poté zastavte reakci promytim v Mili-Q vodé

Membranu nechejte volné uschnout na vzduchu

Pokrocilé praktikum z Biochemie 2011

21



VYHODNOCENI

- Uvedte vysledek elektroforézy a blottingu (vysledny obarveny gel a membranu).

- Okomentujte pozorované rozdily.

- Na zakladé hmotnostniho markeru sestrojte kalibrac¢ni kfivku a odectéte hmostnosti
proteinl detekovanych na membrané.
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	Roztok B
	Roztok A
	10 mM Tris-HCl (pH = 9.0)
	10 mM Tris-HCl (pH = 9.0); 0.8 M NaCl
	Gradient
	T (min)
	 % B
	0
	62.5
	0.1
	50
	0.11
	50
	3
	35
	10
	25
	10.5
	0
	11.5
	0
	0
	11.51
	62.5
	11.70
	62.5
	14.50

