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EVROPSKA UNIE U MLADEZE A TELOVYCHOVY pro konkurenceschopnost ZANABS

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

TENTO PROJEKT JE SPOLUFINANCOVAN EVROPSKYM SOCIALNIM FONDEM

A STATNIM ROZPOCTEM CESKE REPUBLIKY

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

Uvod
Dopoledni c¢ast bude vénovana analyze aktivity promotoru pomoci transkripéni flze a
praktickému osvojeni software pro design sekvence oligonukleotidi OLIGO 6 vcetné navrzeni

sekvence PCR primerd, odpoledni ¢ast zahrne vlastni syntézu, purifikaci a kontrolu kvality PCR
primeru.

Casovy harmonogram’
7:45  Sraz v semindrni mistnosti (A2-2.11)
7:50 Zahdjeni seminafe (Jan Hejitko), UKB, Kamenice 5, budova A2, mistnost 2.11
8:00 PRIPRAVA MATERIALU (Jan Hejitko), laboratot 334
8:15 ANALYZA GENOVE EXPRESE POMOCI TRANSKRIPCNI FUZE (Jan Hejétko)
1. Teoreticky tvod
2. Zahdjeni barveni
9:00 ANALYZA BUNECNE LOKALIZACE PROTEINU A PROTEIN-PROTEINOVYCH
INTERAKCI (Vendula Hrdinovd), laboratot 334
a) Naockovani kultur agrobakterif
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/zahijeni odbarvovani

11:45-12:45 OBED

12:45 SYNTEZA OLIGONUKLEOTIDU (Hana Konecnd), Centrdlni laboratot 342
15:00 ANALYZA BUNECNE LOKALIZACE PROTEINU A PROTEIN-PROTEINOVYCH
INTERAKCTI (Vendula Hrdinov4), laboratof 334
b) Infiltrace listd tabdku
17:00 UKONCENI PROGRAMU 1. DNE

Priprava materialu

Pro préci v laboratofi se sezndmime s organizaci prace, pfistroji a pfipravime materidl a roztoky.

Prace v laboratofi
e Bezpecnost

! jednotlivé Easy se mohou ménit podle potieby a rychlosti zvlddnuti jednotlivych metod
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Zdroje vody

Zakladni chemikélie
Odmétovani a pipetovani
Skladovani

Odpady a pouZity material
Sterilizace

Presvédcte se, Ze mate k dispozici ndsledujici chemikélie a materidly:
e ddH,O (sterilni, 5S0ml)

70% etanol / 100% etanol

Spi¢ky/zkumavky (sterilni)

Pinzetu

Barvici pufr a desticky

Tuzky, fixy, popisovaci ndlepky

7 v

Komponenty PCR reakce. V krabicce oznacené ¢islem vasi skupiny jsou uloZené nésledujici
chemikalie:
e Taq DNA polymeraza

® 10x koncentrovany PCR pufr s MgCl,
e dNTP

® primery

Metoda 1A

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

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

2) Vlozte pripravené semendcky (cca 10-15 kusit) pomoci jemné pinzety do barviciho pufru

3) Proved’te infiltraci v exsikatoru (15 min.)

4) Vlozte do termostatu (37 °C) .

5) V cca dvouhodinovych intervalech provadéjte kontrolu barveni pomoci stereomikroskopu.

6) Barveni zastavte pomoci 80 % etanolu, ve kterém ponechejte semenacky odbarvovat pfi pokojové
teploté do druhého dne.

7) Vyméite etanol a opét nechte odbarvovat (2. den, ttery).

8) Proved'te projasinovani semenacku (4. den, ctvrtek).

9) Opatrné pieneste projasnéné semendcky na sklicka a pfipravte preparaty pro automatickou
mikroskopii (4. den, ¢tvrtek).

10) Spusténi automatického mikroskopu (pfes noc;4. den, ¢tvrtek).

11) Vyhodnoceni vysledkt barveni (5. den, patek).

Pouzité transgenni linie:
ProCYCB1:GUS (sk. 1+4)
ProARRS5:GUS (sk. 2+5)
ProAHK4:GUS (sk. 3+6)
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SloZeni barviciho roztoku:

X-Glc 0,01% (w/v)
Triton X100 0,1% (v/v)
Pi pufr, pH 6,9 0,1M
K;3[Fe(CN)g)/ K4[Fe(CN)s] 0.5 mM
X-Glc

— navaZzuje se rano pred cvicenim
Triton X100

- 200 ul 1% tritonu na jamku, nebo

- 20 ul 10% tritonu na jamku
Pi pufr

-2ml 0,1M Pi na jamku

komponenta A - 6,899 g NaH,P04.H,O v 100 ml H,O
komponenta B - 8,889 g Na,HPO4.2H,0O v 100 ml H,O

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

- 20 pl z4sobniho roztoku na jamku
1,646 g K3[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 semendcku Arabidopsis
thaliana.

PRAVE LISTY
e

.~ DELOZNI LISTKY
e

- HYPOKOTYL

Hl__AVNi KOREN

-

BOCNI (LATERALNI) KORENY

e

EPIDERMIS - PROTOFLOEM

KORTEX - CEVNI PLETIVA

ENDODERMIS [i3i5%

KORENOVA SPICKA

CENTRALNI BUNKY KORENOVEHO MERISTEMU
PERICYKL | LATERALNI KORENOVA CEPICKA

PROTOXYLEM - KOLUMELA
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Sablona k protokolim: Analyza aktivity promotoru pomoci transkrip¢ni fiize

Jméno:
Datum:
Uloha:

Cil:

Postup a vysledky:

L2
Zaver™:

* Do protokolu zejména uved'te: nizev genu analyzovaného promotoru, struény popis principu metody, zda se
podatilo identifikovat mista specifické aktivity daného promotoru (uved’te stru¢ny vycet barvenych pletiv) a co
I1ze z tohoto vysledku uzaviit, ptip. pro co jej ddle pouZit.
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Metoda 1B

Infiltrace agrobakterii do listi tabaku Nicotiana benthamiana

Listy tabaku Nicotina benthamiana jsou vhodnym rostlinnym systémem pro transientni expresi
fuznich proteint, u kterych chceme studovat jejich vzdjemné interakce a lokalizaci uvnitt rostlinné
bunky. K transformaci listu vyuZijeme pifenos T-DNA z Agrobacterium tumefaciens. Studované geny
jsou naklonovany do expresni kazety uvnitt 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 formé& suspenze je
pomoci injekéni stifkacky (bez jehly) vtlaéime skrze priduchy na spodni strané listu do mezofylového
prostoru tak, Ze suspenze vyplni cely list. Nasledn¢ dojde k pfenosu mnoha kopi T-DNA do jadra
bun¢k. Pro transkripci vnesenych genti neni nutné zaclenéni T-DNA do chromozomil. Pokud pied
infiltraci smichdme kmeny nesouci rizné konstrukty, dojde s velkou pravdépodobnosti k jejich
koexpresi, protoze jedna buiika je zpravidla transformovdna mnoha agrobakteriemi soucasné.
Transientni exprese proteintl je velmi silnd kvili velkému poctu transkripéné aktivnich kopii T-DNA
v jadre, ale béhem nékolika dnii odezni. K udrzeni vysoké hladiny transientni exprese obvykle
pouzivame koexpresi studovanych proteind s virovymi proteiny inhibujicimi bunééné mechanismy
posttranskripéniho umlcovani — napiiklad protein p19 viru TBSV (Tomato Bushy Stunt Virus).

1. Kazd4 skupina si vezme 4 zkumavky s narostlou agrobakteridlni kulturou podle nésledujiciho

rozpisu.
Skupina 1l a4 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-YFPN 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 pti 28 °C /200 rpm / 4 — 6 hodin.
Zcentrifugujte narostlé kultury pfi 4000 rpm /22 °C / 15 min.

Béhem centrifugace si pfipravte 25 ml AS média.

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

7. Odlijte médium a zkumavky znovu krétce zcentrifugujte.

8. Pipetou odsajte ze zkumavek zbytky média.

9. Napipetujte do zkumavek 3,2 ml AS média a resuspendujte pelet.

10. Napipetujte 1 ml suspenze agrobakterii do kyvety a zmétte ODggy na spektrofotometru.

11. Pfidanim vypocitaného objemu AS média ke zbyvajicim 2,2 ml agrobakteridlni suspenze upravte
jeji hustotu na ODgyy = 0,7.

12. Do 2 ml zkumavek pfipravte smési agrobakterii v odpovidajicim poméru podle nésledujiciho

rozpisu.
Skupinala4 Skupina 2 a 5§ Skupina 3 a 6
kombinace pomgr kombinace pomér kombinace pomer
AHP2-YFPY AHP2-YFP" ATM-ETR2-GFP
+ + +
CKI1®°-YFP© 1:1:1 CKI1-YFP© 1:1:1 ERS1-RFP 1:0,1:1
+ + +
pl9 pl9 pl9
AHP4-YFPY AHP4-YFPY
+ + CKI1-GFP
CKI1®P-YFP© 1:1:1 CKI1-YFP© 1:1:1 + 1:1
+ + pl9
pl9 pl9

13. Inkubujte 30 minut pfi laboratorni teploté.

14. Infiltrujte suspenze pomoci 1 ml injekéni stifkacky (bez jehly) skrze spodni stranu listu do
pfipravenych rostlin tabdku.

15. Odneste rostliny do skleniku. Konfokdlni mikroskopii epidermis na abaxidlni strané listu
provadime za 2 — 3 dny (viz. Metoda 4A).

16. Do protokolu k metodé 4A uved'te strucny popis pracovniho postupu infiltrace tabakovych list,
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 useku DNA z Arabidopsis thaliana pomoci
programu OLIGO 7

Praktické sezndmeni se zdkladnimi pojmy a menu na pocitaci

Aktudlni oligo. Typy primert (forward, reverse). Volnd energie. Dimer versus duplex. Interni
stabilita. Vldsenky. U¢innost primeru. Terminalni stabilita. Teplota tani Tm. VloZeni sekvence tseku
DNA z Arabidopsis thaliana do databdze. Specifikace parametrti navrhované dvojice primerdQ, vybér
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optimélni dvojice pro PCR amplifikaci studovaného tseku DNA. Findlni vystup v tisténé podobé

priloZte k protokolu.

Syntéza PCR primeru na syntetizatoru Expedite 8909

Vlozeni sekvence primeru do databaze. Vytisk Volba parametrt syntézy (ON vs. OFF, rozsah
syntézy), volba vhodné kolony, vlastni syntéza. Sledovani uc¢innosti jednotlivych krokid syntézy
(vytisk histogramu prilozte k protokolu). Odstépeni produktu z kolonky amoniolyzou. Tepelna
deprotekce. Vakuové suseni v koncentra¢nim 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 nckteré aplikace nutné odstranit kratS{
nedosyntetizované fetézce (napf. pro antisense hybridizace), pouZivd se purifikace na OPC

Mo

¢isténi je HPLC.

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

VysuSeny vzorek primeru rozpustime v 50 pl deionizované vody. Kritce nechdme stét,
protfepeme piip. asi na minutu zahfejeme na 65 °C a nakonec krétce zcentrifugujeme.

Hydratace kolonky CENTRI-SPIN 10

Sklepat suchy gel do spodni ¢asti kolonky, otevfit horni zitku 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 pii pokojové teploté probihat hydrataci Sephadexu. Oteviit horni i spodni zdtku kolonky a
tuto vloZit do pfipravené mikrozkumavky bez vicka (wash-tube). Centrifugovat 2 min pfi 750g
(odpovida 2700 otickdm na centrifuze Eppendorf 5415C). Po skonceni centrifugace je v
mikrozkumavce voda, tj. odpad. OsuSime posledni kapky na kolonce. Ta je nyni pfipravena k vlastni

aplikaci vzorku, kterd by méla prob&hnout béhem nékolika minut po skonceni hydratace.

Vlastni odsoleni vzorku

Kolonku vloZte do mikrozkumavky s vickem, vicko oznacte ¢islem skupiny (sample-tube) a
opatrné do centra gelu po kapkach naneste automatickou pipetou predem 50l pfipraveného vzorku.
Nésleduje centrifugace 2 min pfi 750g (2700 otickach). Po skonceni centrifugace pfidejte
k odsolenému primeru v mikrozkumavce 950 pl deionizované vody, protifepte. Ve stojanku je
pfipravena jedna mikrozkumavka ozna€end na vicku UV (pro méfeni vytéZku) obsahujici ....... ul
vody a jedna prdzdnd oznacend 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 ziedéného vzorku méfenim pii 260 nm (spektrofotometr HELIOS).
Definice jednotky OD. Vypocet vytézku syntézy v jednotkdch OD a pfevody do jinych jednotek.
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Vypoctéte, vjakém objemu vody je tfeba rozpustit vytéZzek, abyste dostali zdsobni roztok o
koncentraci 500 WM. Vytisk protokolu o syntéze s doplnénym vytéZkem surového a odsoleného
produktu priloZzte k protokolu ze cviceni.

Kontrola kvality.

Chromatografie na ionexovém perfiznim sorbentu Poros HQ 10 (Applied Biosystems).
Struéné sezndmeni s vyhodami perfizni chromatografie na piistroji BioCAD 700E (Applied
Biosystems). Vybér vhodné kolony a vhodné analytické metody. Manudlni nastfik 20 pl surového a
odsoleného PCR primeru. Porovnani chromatogramii. Vytisk obou chromatogramu ve zvoleném
modu (Tile, Overlay) priloZte k protokolu.

Ukoly
Dopliite nasledujici protokol — pouze jeden pro dvojici
PROTOKOL

Cislo skupiny:
Jména:
Datum:

Uloha: SYNTEZA A PURIFIKACE OLIGONUKLEOTIDU

Cil: Seznamit se se souasnymi moZnostmi pii automatické syntéze oligonukleotidl, s dostupnymi
modifikacemi a aplikacemi. Porozumét zdkladnim zdsaddm pro navrhovéni PCR primeru. Pochopit
zakladni princip syntézy oligonukleotidu a umét se zorientovat v jednotkach, ve kterych se vyjadiuje
vytéZek. Umét vysvétlit zdkladni rozdil v €istoté produktu po jednotlivych typech purifikaci.

Navrh sekvence primeru

PtiloZzte vystup ze software OLIGO 7, primery oznacte ¢islem skupiny, struén€ zhodnotte kvalitu
nalezenych primert.

Syntéza

PtiloZte histogram ze syntézy a protokol ze syntézy s doplnénym vytéZkem vyjadfenym v jednotkich
OD, ng a v jednotce molarni koncentrace. Uved’te vypocet objemu nutného pro ptipravu zdsobniho
roztoku primeru o koncentraci 500 WM.

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

RozSitujici literatura dostupna v Centrélni laboratofi

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

Aktudlni 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.
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IZOLACE ROSTLINNE DNA, PCR, PRACE S DATABAZEMI
MOLEKULARNE-BIOLOGICKYCH INFORMACT

Uvod

Jednou z metod studia genomu je amplifikace kratkych tdseki DNA pomoci PCR.
V laboratofi si osvojite rychlou metodu izolace DNA z rostlinného materidlu a zaloZite nékolik PCR

reakci. Amplifikovat budeme tsek 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 Uvodk praktické ¢asti (Tereza Dobisova)

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

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

12:00 OBED

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

Prehled

Uvod k praktické &asti

e Uvod do metodologie praktika
o obecné zdsady prace s DNA a sterilnimi roztoky
o schéma experimentu
o navrZeni postupu pro identifikaci inzeréniho mutanta a zji$ténf jestli se jedna o homo-
nebo heterozygotni stav, vlastni proveden{

Prakticka ¢ast

1. Izolace DNA
2. ZaloZeni PCR
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Metoda 2A

Odbarvovani prepariti pro analyzu genové exprese pomoci transkripéni fuze

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

Metoda 2B

Rychla 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 S s a nechat stat pii laboratorni teploté¢ 60 min.

Centrifugovat pti 14000 otackach 30 min, 4°C.

4. Ptenést 300 pul supernatantu do nové 1,5ml zkumavky a ptidat 300 pl izopropanolu, 4-6 krat

preklopit. Nechat stat 10 min pii laboratorni teploté.

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

6. Ptidat 500 pul 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.

e

b

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 32 ul
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

d11, ARR4N — 195 bp
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Navrhnéte vhodnou kombinaci primeri a to tak, abyste byli pomoci vysledkti PCR reakce schopni
identifikovat ineréniho mutanta ve vaSem genu a zjistit, zda se jednd o jedince homozygotniho nebo
heterozygotniho pro danou inzercni alelu.

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

primery templatovd DNA

AHP4

la Liviiiiiiiiiie
2 Lo
3a Lo
4a Lo
ARR21

Ib Lo
2b Lo
3b [oiiiiiiiiiiis
4b [oiiiiiiiiiiis
ARR4

Ie Lot
2C e Lot
3¢ Lo
4c Lo

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

Cyklus: 94°C ...... s
30 cykli:
94°C
58°C
72°C ....s
72°C ....min
4°C o
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ARR4 diL
dSpn1

g p.as;? "
o HedeSe-E T
ARRde
AHP4 g 2
En-1

R -

FEHY

5”“'!99

ARR21 '
dSpm

-

16 I-a-:-n -
B s - EE

o - T B

5 5 i e B e .

1 Bnew

Ukoly (priklad):
1. Vyhledejte jeden bakteridlni a jeden rostlinny gen Glu-6-P izomerdzy v databiaze Genbank
2. Vyhledejte geny cheY a cheA u E. coli
3. Urcete nejblizsi homolog cheY(E. Coli) u Arabidopsis pomoci algoritmtt BLAST a FASTA.
4. Najdéte tfi rizné regulatory odezvy nebo histidin kinazy u Arabidopsis.
5. Urcete u libovolného genu v tkolu 4 polohu v genomu Arabidopsis (chromosom, polohu

v publikované sekvenci daného chromosomu).

Vyberte si jeden gen z ukolu 4 a ur€ete oblast 1000 bazi v oblasti promotoru genu. Ukoncete

sekvenci na ATG. Analyzujte na piitomnost vazebnich mist transkripénich faktorti pomoci

hledani v databazi TRANSFAC.

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

8. Vyhledejte nejméné jednu EST sekvenci Glu-6-P izomerdzy (hleddni homologie nebo podle
klicového slova).

o
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Sablona k protokoliim: Izolace DNA a PCR

Jméno:
Datum:
Uloha:

Cil:

Postup a vysledky:

Zavér:

? Uved'te zejména, zda jste identifikovali inzeréniho mutanta a zda se jednd 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 zptsob identifikace genti je hybridizace se znacenou sondou. Ta je pfipravena z DNA
zndmé sekvence a oznaCena tak, aby byla detekovatelnd po navdzdni na homologni piipadné
heterologni sekvenci DNA, kterd je imobilizovand na membréané. Ta se pienese na membranu z gelu
spontannim kapildrnim sdnim. Pokud se pfenasi na membrianu genomovd DNA, mluvime o metod¢
Southern blotting.

Ve cviceni pfipravime agarézovy gel umoziujici elektroforetické rozdéleni PCR produktt
podle velikosti. Z gelu pfeneseme DNA na nylonovou membrénu v alkalickém prostfedi. Pfitomnost
specifické DNA na membrdné prokdZeme hybridizaci se sondou znafenou alkalickou fostatdzou
zprostiedkujici chemiluminiscenéni signdl.

Casovy harmonogram

8:00 PRIPRAVA AGAROZOVEHO GELU, NAPIPETOVANI VZORKU, ELEKTROFOREZA
(Markéta Pernisovad)
9:00 STRUCNY UVOD K IDENTIFIKACI FRAGMENTU HYBRIDIZACI SE ZNACENOU
SONDOU (Alena Kuderova)
10:00 IDENTIFIKACE PCR PRODUKTU V AGAROZOVEM GELU (Markéta Pernisova)
11:00 KAPILARNI PRENOS (Alena Kuderovd, Markéta Pernisovd)

12:00 OBED

13:15 ZNACENI SOND A HYBRIDIZACE (Alena Kuderova, Markéta Pernisovd)

Prehled metod

Elektroforéza DNA v agarézovém gelu
Detekce rozdélenych fragmentd v UV
Kapildrni pfenos (Southern blotting)
Precisténi PCR produktu

Urcovani koncentrace DNA

Znaceni sondy

Hybridizace

Nk L=
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Metoda 3A

Piiprava agar6zového gelu, elektroforéza PCR produkt a jejich detekce.

1. 'V 500 ml 1dhvi pfivést k varu 6 g agar6zy ve 400 ml 1x TBE pufru. Po rozpusténi agarézy ptidat
etidium bromid (10 pl/100 ml), ktery bude slouZit k vizualizaci DNA.
2. Pripravit formu pro gel, vsadit hieben 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 pul PCR (zbytek ponechat pro pfipravu sondy) + 2 pl 5x konc. nandSeciho
pufru
5. Spustit elektroforézu pti 80 V po dobu 60 min (aby bromfenolova modf, kterd putuje s nejkratSimi
fragmenty, neopustila gel).
6. Pozorovat prouzky DNA v prochdzejicim UV svétle a vysledek elektroforézy dokumentovat;
pozdéji bude porovndvian se signidly na hybridizacni membriné (fotografie gelu a vytisk
membréany by mély byt 1:1). Tento gel bude pouZit pro Southern blotting.

Base Pairs  Massing)

- 1,517 45
— 1,200 35
— 1,000 o5
— 900 27
— 800 24
— 700 21
— GO0 18

5007517 97

400 38

300 29
— 200 25
— 100 48

Délkovy a hmotnostni standard: 100 bp DNA ladder (0,5 ng)
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Metoda 3B

Kapilarni prenos v alkalickém prostredi

Po fotodokumentaci odstranit ¢ast gelu nad starty a pravy horni a spodni roh gelu. Dédle zméfit
délku a sitku gelu. Gel umistit do vanicky s destilovanou vodou a kréitce oplachnout.

Vylit destilovanou vodu, piidat az 10 objemid denatura¢niho/ptenosového roztoku (1,5M
NaCl/0,5M NaOH), umistit na kyvaci platformu a michat 30 az 40 min.

Béhem této doby sestavit aparaturu pro prenos DNA:

a. Prfes Cistou vanic¢ku poloZit sklenénou desku.

b. Ustiihnout obdélnik filtracniho papiru Whatman 3MM takovych rozmérd, aby po
pfiloZeni pfes sklenénou desku nepiesdhl Sitku vani¢ky a zasahoval obéma uZz$imi
konci az na dno vanicky. Toto je prvni vrstva knotu, ktery bude sat roztok.

c. Ustfihnout 3 obdélniky filtratniho papiru Whatman 3MM takové velikosti, aby
piesahovaly délku i Sifku gelu asi o 1 cm na kaZzdé strané a dalSi 3 obdélniky velikosti
gelu.

d. Nastiihat jednotlivé vrstvy buni€iny o rozmérech gelu. Mé&lo by jich byt tolik, aby po
zatiZen{ byla jejich vySka 7-8 cm.

e. Ustfihnout nylonovou membranu Hybond N+ velikosti gelu.

f.  Naplnit vanicku pfenosovym roztokem a ¢4st ponechat v petriho misce.

g.  Smocit nejdelsi filtracni papir Whatman 3MM a umistit na sklenénou desku. Pomoci
sklenéné pipety nebo tyCinky se zbavime vSech pifipadnych bublin mezi sklem a
papirem.

h. Smocit 3 vétsi filtrani papiry Whatman 3MM a postupné vrstvit do stfedu aparatury
tak, aby nevznikaly vzduchové bubliny.

i. Vyjmout gel zptenosového roztoku a pfiloZit opatrné vrchni stranou do stiedu
vrchniho filtra¢niho papiru; odstranit v§echny vzduchové bubliny.

j- Opatrné umistit suchou nylonovou membranu na gel (od stiedu ke krajim). OkamZité
vznikd tésny kontakt s gelem. Pfi chybné manipulaci se nesnazit o opétovné umisténi
membréany na gel- v takovém piipad¢ pouZit novou membranu.

k. Smocit postupné posledni tfi filtratni papiry Whatman 3MM a vrstvit je na
membranu. Odstranit pfipadné vzduchové bubliny.

I. Nakonec pfiilozit vrstvu buni€iny, zatiZit suchou petriho miskou, kterou déle zatizime
odmérnou banikou naplnénou asi 200 ml vody. Nadobu zabezpefime uchytkou na
stojanu. Nedotahujeme tpIné na tésno. Mezi hrdlem bainky a tchytkou by mél zistat
volny prostor

Zkontrolovat kontakt jednotlivych vrstev a pomoci prouzkl parafilmu umisténych tésn¢ kolem
gelu zamezit neZddoucimu kontaktu vrstev nad membrinou a pod gelem. Tak se veSkery
prenosovy roztok miZe do hornich vrstev dostivat pouze pies gel a nebude ,obtékat”.
V opacném piipadé by se tcinnost 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
membrédnou a DNA vytvofily kovalentni vazby, a neni proto nutné fixovat DNA dal§imi postupy.

Metoda 3C

Izolace PCR produktu z agar6zového gelu pomoci komeréni soupravy Qiagen

Do startu nového agar6zového gelu nanést 351 PCR smési + 7 pl nandSeciho pufru.
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2. Po elektroforéze z agarézového gelu vyfiznout dany prouzek, aby blocek agarézy byl co

nejmensi.

3. Ur¢it jeho hmotnost.

4. Pridat 3x objem pufru QG (tj. napt. na 100 mg vyfiznutého agarézového blocku pridat 300 pl
pufru).

5. Zahtivat pfi teplot€¢ 50°C po dobu 10 min nebo dokud se agaréza nerozpusti. Pribézné 2-3x
promichat.

6. Pfidat 1x objem (gelu) izopropanolu (tj. napt. na 100 mg vyfiznutého agarézového blocku ptidat
100 pl izopropanolu), promichat a vSe dit do kolonky.

7.  Centrifugovat pfi 14000 otackach 30s, odstranit proteceny roztok.

8. Do kolonky pfidat 750 pl pufru PE a centrifugovat pti 14000 otackach 30s, odstranit proteceny
roztok. Centrifugovat jesté jednou bez pufru. Kolonku umistit do 1,5 ml ¢isté zkumavky s
vickem.

9. Na stied kolonky napipetovat 30 pl sterilni ddH,O, nechat stat 5 min pfi laboratorni teploté a
centrifugovat 1 min.

Metoda 3D

Mg¢éreni koncentrace DNA spektrofotometricky

Zméfit 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

Priprava zna¢ené sondy

Natedit DNA na koncentraci 10 ng/ul.
Umistit 10 ul fedéné DNA do nové zkumavky a denaturovat 5 min ve vrouci vodé.
3. Okamzit¢ umistit DNA na led a 5 min chladit (v prib&hu chlazeni — asi po 2 az 3 min. - rychle
stocit, aby se zkondenzovand kapalina dostala na dno)
4. Pfidat : 10 pl reakéniho pufru (RP)
2 ul znaciciho Cinidla v/®)
10 pl pracovni koncentrace ,,cross-linkeru® (CL) (Cinidla, které zprostiedkovava
kovalentni vazbu enzymu na DNA).
5. VSe promichat, stocit a inkubovat 30 min/ 37°C.

D=

Sonda se miZe pouzit ihned nebo miiZe byt skladovana na ledu 2 hodiny.

Metoda 3F

Hybridizace

1. Pfedehfdt poZadovany objem hybridizaéniho roztoku na poZadovanou teplotu (55°C);
objem pufru: 0,25 ml pufru /cm® membrany.

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

3. Pfidat znacenou sondu a hybridizovat pfes noc.
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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 piipadné nejasnosti.
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Sablona k protokolim: Kapildrni pfenos DNA a hybridizace se znacenou sondou.

Jméno:
Datum:
Uloha:

Cil:

Postup a vysledky:

\\]ERS[],
Saa 28"
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Vensis:
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DEN 4

ANALYZA PROTEIN-PROTEINOVYCH INTERAKCI A
BUNECNE LOKALIZACE PROTEINU

Uvod

Schopnost interagovat s dalSimi proteiny je jednou ze zdkladnich charakteristik bilkovin
jakozto zdkladniho kamene Zivych organismil. Protein-proteinova interakce je nutnym ptredpokladem i
pro ptenos informace v signalnich drahéch. Informace se obvykle pfedava v podobé fosfatové skupiny
mezi kindzou a jejim proteinovym substrdtem, ktery je specificky rozpozndvdn, anebo je
prostiednictvim protein-proteinové interakce piimo ovliviiovdna aktivita interakéniho partnera.
Jednou z prvnich otazek, které si klademe pfi funkeéni analyze genti rostlinnych signalnich drah, je ta,
se kterymi dal$imi signdlnimi elementy studovany protein interaguje. Dal$im duleZitou otdzkou je, ve
kterém bunééném kompartmentu je protein lokalizovan, piipadné ve kterém bunéném kompartmentu
spolu dva proteiny interaguji. S pouZitim transientni exprese proteini po infiltraci listd tabaku
Nicotiana benthamiana suspenzi Agrobacterium tumefaciens a spomoci skenovaci laserové
konfokalni mikroskopie (viz. Metoda 1B), miZzeme tyto otidzky zodpovédet.

Casovy harmonogram

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

11:30 OBED

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

13:00 KONFOKALNI MIKROSKOPIE II, skupiny 4-6 (Vendula Hrdinové) / ANALYZA
GENOVE EXPRESE POMOCI TRANSKRIPCNI FUZE 11, skupiny 1-3 (Jan Hejétko)
15:30 AUTOMATICKA MIKROSKOPIE (Tereza Dobisova)

16:00 UKONCENI PROGRAMU 4. DNE

Prehled metod

Bimolekularni fluorescené¢ni komplementace (Bimolecular Fluorescence Complementation,

BiFC)

Proteiny, jejichZ interakci chceme studovat, transientné¢ exprimujeme v listech tabdku.
Fluorescenéni protein YFP je rozd&len na dvé poloviny (YFPN a YFPC, tedy N- a C- terminalni &4st
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proteinu) a kazdd polovina je flizovdna sjednim ze studovanych proteind. Pokud spolu proteiny

interaguji, dojde k rekonstituci YFP, kterou sledujeme konfokalnim mikroskopem jako obnoveni
fluorescence YFP. ProtoZe metodu BiFC provddime v rostlinnych buiikach, je moZzné rozpoznat, ve
kterém kompartmentu buiiky k interakcim naSich proteinti dochazi.

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

Pro analyzu interakci mezi membranovym proteinem a cytosolickymi proteiny miliZeme
pouZzit testu zprosttedkované vazby na membranu (Membrane Recruitment Assay, MeRA).
Membranovy protein je spojen s ervenym fluorescenénim proteinem RFP, zatimco cytosolicky
protein je fuzovan s GFP fluoreskujicim zelené. Pii interakci takovychto fiznich proteinti dochdzi
k asociaci GFP signdlu s membranou, coZz je moZno jednoznacn€ potvrdit analyzou fluorescence
rostlinnych bunék koexprimujicich oba proteiny prostfednictvim konfokédlni mikroskopie, ktera
umoziuje jasné rozliSit membranovy a cytosolicky kompartment.

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

Jedna se mikroskopickou metodu umozilujici snimat fluorescencni signal s velmi vysokym
rozliSenim. Jako bodového zdroje excitacniho svétla pouzivame lasery o rizné vinové délce. Laserovy
paprsek prochdzi konfokdlni clonkou (pinhole) a prostfednictvim objektivu je fokusovan do malého
bodu na prepardtu, kde dojde kexcitaci fluorescenc¢nich barvicek, nebo proteinti. Emitovand
fluorescence prochazi zpét objektivem a skrze dalsi konfokélni clonku na fotondsobic, kde je svételny
signdl preveden na elektrické impulsy. Konfokalni clonka zajiStuje, Ze se na detektor dostane pouze
svétlo z excitovaného bodu. Svétlo pfichdzejici z oblasti nad a pod rovinou ostrosti je clonkou
odfiltrovano. Posunu ohniska skrz celé zorné pole objektivu je dosazeno plynulym pohybem zrcétka
skenovaciho zafizeni. ProtoZe rychlost jeho pohybu je mnohem niZ8i 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 buné¢né lokalizace proteint

1. Ptipravte si 100 pl pipetu, destilovanou vodu, kryci a podlozni sklicka, kterd popiSte.

2. Na stfed kryciho sklicka kdpnéte100 pl vody.

3. Zlistu tabdku infiltrovaného v pond&li vystiihnéte piiblizné étvercovy tvar o plose 1-2 cm” a
umistéte ho na kapku tak, aby spodni strana listu smétovala vzhiru.

4. Na spodni stranu listu naneste 100 pl kapku vody, ptiklopte krycim sklickem.

5. Jemnym poklepdvanim zajistite dosednuti kryciho sklicka a odstranite vzduchové bubliny.

6. S pfipravenymi preparaty se presunite ke konfokdlnimu mikroskopu.

7. Pomoci rastrovaci konfokalni mikroskopie sledujte fluorescencni signal a jeho lokalizaci

uvnitt bunck.
8. Vyhodnot'te vysledky pozorovani a vypracujte protokol, ve kterém zpracujte vSechny body
uvedené v Sablong.
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Sablona k protokoltim: Analyza protein-proteinovych interakci a bunécéné lokalizace

Jméno: (uved’te rovnéz ¢islo své skupiny)
Datum:

Uloha:

Cil:

Postup a Vysledky4:

w5
Zaver:

* Uvedte struény popis postupu pii infiltraci tabdkovych listt (viz. Metoda 1B). Pro¢ je soucasti infiltracntho AS média
acetosyringon? Pro¢ je infiltracni suspenze agrobakterii obsahuje vZdy kmen p19? Jaké jsou charakteristické rysy jadra,
cytoplasmy, endoplasmatického retikula a plasmatické membrény, na jejichZ zdkladé byste byli schopni tyto kompartmenty
jednoznaéné rozpoznat pomoci rastrovaci konfokdlni mikroskopie? Zpracujte do piehledné tabulky.

> Vyhodnot'te podrobné interakce a lokalizace proteinil, které vase skupina zkoumala a struéné shriite vysledky kolegii 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 pridejte 1 ml 0,25M HCl /20% MetOH, inkubace 15min pii 53
°C®. Roztok opatrné odséat pipetou.

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

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

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

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

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

7) 1 ml50% glycerol.

Metoda 4C

Posthybridiza¢ni stringentni promyvani

Piedehtat primarni promyvaci pufr na 60°C. PouZity objem: 2-5 ml/ cm”* membrény.
Opatrné pfenést membranu do vélce 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 stit 10-15 min.

Sl e

Chemifluorescenéni detekce signdlu za pouZziti ECF substratu

1. Membranu umistit na ¢isty neabsorp¢ni povrch a napipetovat rovnomeérné po celém jejim
povrchu ECF substrat (25 ul/ cm® membrény); inkubovat 1 min.

2. Prilozit vrchni ¢ast detekéni folie, odsat prebytek substratu a zatavit.

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

Detekce chemifluorescenéniho signalu

1. 0,5 h pted detekci zapnout STORM.

2. Na detekéni plotnu piistoje kdpnout trochu EtOH. Na toto misto pfiloZit folii s membranou
(1épe pftilne k povrchu a eliminuji se bubliny).

3. Skenovat pro chemifluorescenci pfi rozliSeni 100 mikront.

Metoda 4D

Automatickd mikroskopie (Tereza Dobisova)

1) VloZte prepardty do automatického mikroskopu a nechte snimat pie noc.

% hybridiza¢ni pec
7 1t, pokojovi teplota
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8:00 ANALYZA GENOVE EXPRESE POMOCI TRANSKRIPCNI FUZE (Jan Hejétko, Tereza
Dobisova)

5. Vyhodnoceni vysledkii automatické mikroskopie

10:00 kolokvium



