Jméno a UCO: Datum:

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 burnce. VSechny
askorbat peroxidasy katalyzuji reakci:

2 askorbdt + H,0, ————> 2 monodehydroaskorbat + 2 H,0

Role askorbat peroxidasy pfi obranné reakci byla podporena pozorovanimi, ze jeji
aktivita narlstd pfi aplikaci riznych environmentalnich stresd. V nékterych pripadech vsak
muzeme po infekci rostliny patogenem pozorovat drasticky pokles jeji aktivity, ktery poté
potencuje nekrézu bunék zplisobenou prevazné oxidaénim stresem.

Vyuziti nativni polyalkrylamidové elektroforézy pro stanovovani aktivit celé fady
enzymU ma prevazné nejvétsi vyznam pfi studiu aktivace jednotlivych izoenzymovych forem.
Toto stanoveni aktivity APX je zaloZzeno na schopnosti askorbatu 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 pozorovdna na gelu jako achromaticky
prouzek.

POSTUP PRACE

Jednotlivé skupiny si rozdéli izolaci z listl po aplikaci cryptogeinu a kontrolnich listl po
aplikaci vody sesbiranych v ¢asovych intervalech Oh, 12h a 24h po aplikaci.

Izolace askorbat peroxidasy

1. 0,3 g tkdné vlozte do tfeci misky, zmrazte v tekutém dusiku a rozetfete v 0,6 ml
izola¢niho pufru (100 mM fosfatovy pufr (pH=7.0), 5 mM askorbat, 1 mM EDTA).

2. Homogenat preneste do 1.5 ml zkumavky a centrifugujte pfi 12 000 x g 5 min p¥i 4°C.

3. Supernatant preneste do nové 1.5 ml zkumavky a opét centrifugujte pri 20 000 x g 40
min pfi 4°C.

4. Odsajte supernatant a uchovavejte ho na ledu.




Pfiprava polyakrylamidového gelu

1. Gel proplachnéte vodou, vlozte do elektroforetické vanicky a pfilijte elektroforeticky
pufr obsahujici 2 mM askorbat.

2. Spustte elektroforézu na 30 minut pfi konstantnim proudu 15 mA/gel. Elektroforézu
provadéjte pfri 4°C.

PFiprava a naneseni vzorku

1. Smichejte 60 pl enzymového izolatu s 12 pl nanaseciho pufru.
2. Na gel nanasejte 15 pl jednotlivych izolatu v nasledujicim poradi:

Gel €.1: (15 pl izolatu): voda Oh, voda 12h, voda 24 h, mezera, cry 0 h, cry 12 h, cry 24h
3. Elektroforézu provadéjte pfi konstantnim proudu 15 mA/gel po dobu 2 hodin pfi 4 °C.
Detekce aktivity askorbat peroxidasy v gelu

Vsechny nasledujici kroky budou provadény pfi pokojové teploté.

1. Ekvilibrujte gel 5 minut v 20 ml ekvilibra¢niho pufru | (50 mM fosfatovy pufr (pH=7.0),
2mM askorbat).

2. Poté inkubujte gely 10 minut v 20 ml ekvilibracniho pufru Il, do kterého pfidejte 6 pl
peroxidu vodiku.

3. Poté gel promyjte 1 minutu v 20 ml promyvaciho pufru (50 mM fosfatovy pufr
(pH=7.0)) a ponofte ho do detekéniho pufru(50 mM fosfatovy pufr (pH=7.8), 28 mM
TEMED, 2.45 mM NBT). 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 Case.
- -Vysledek zdlvodnéte.
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TEORETICKY UVOD

Pti klonovani PCR produktl do plasmidd se vyuzivd vlastnosti Tag polymerasy, a
jinych non-proofreading polymeras, pfidavat 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. MCS misto se nachazi uvnitr
genu lacZ kédujiciho galaktosidasu, takze Uspésné vélenéni PCR produktu do vektoru ma za
nasledek ztratu aktivity, kterd tak muUZe byt vyuZita pro selekci Uspésnych transformatu
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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Obr. 1: Schéma klonovaciho vektoru pDRIVE (Qiagen)

Pfed vlastnim klonovanim je vidy nutné PCR produkt precistit na agarézovém gelu,
abychom se vyhnuli klonovani pfipadnych vedlejsich produktl PCR reakce (dimery primerq,
nespecifické produkty). MnozZstvi PCR produktu (ng) pfi ligaci se poté spocitd na zdkladé
vzorce:




(mnoizstvi vektoru (ng) 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
pripadé budou pouzity termo-kompetentni buriky.

Kompetentni bunky jsou skladovany pfi -70°C a vyuziva se jejich schopnosti po
rozmrazeni a vystaveni kratkému teplotnimu Soku pfijmout DNA. Po teplotnim Soku je k
bunkam obvykle pfiddno SOC médium a jsou 2 hodiny inkubovany pfi 37°C. Poté jsou
vyockovdny na misku s antibiotikem (ampicilinem) a nasledujici den je pozorovan pocet
uspésnych transformantl. ProtoZze muze dochazet i k ligaci vektoru bez vloZzeného PCR
produktu, je do média na kultivacnich miskach pridan barevny substrat X-gal s induktorem
IPTG, kdy v pfipadé ligace samotného vektoru dochazi k rlstu modrych kolonii (enzym
galaktosidasa je aktivni) a v pfipadé Uspésné ligace PCR produktu do vektoru k rdstu bilych
kolonii (enzym galaktosidasa je inaktivovan vlozenym PCR produktem).

PCR produkt

pDrive vektor Kultivace na miskach,

ngatlon Mix Teplotni Sok screening kolonii
SOC médium
- PCR voda = .
71 h inkubovat prl 3%57T:j Kompetentni buriky
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Ob. 2: Schéma transformace bunék JM109
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Amplifikace vybraného obraného genu (PR1a nebo PR5a nebo PAL nebo EF1a)

Pfipravte reakéni smés dle uvedené tabulky do PCR zkumavky:

FW Primer (5 uM) 1,5 ul
Rev Primer (5 uM) 1,5 ul
GoTaq gPCR M. Mix 2x konc 10 pl
PCR voda 5 ul
Templat 2 ul

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

95°C 2:30 min
95°C 30s

60°C 30s }40x
72°C 20s

72°C 7:00 min

Analyza PCR produktu a jeho precisténi

Precisténi bude provadéno pomoci Wizard Gel Extraction Kit (Promega)

1. Pfipravte 1,5% agarozovy gel.

Na gel naneste 20 pl PCR produktu smichaného s 3 pl Nanaseciho pufru a do jedné

jamky a 2.5 pl délkového markeru (GeneRuller 50 bp) do druhé jamky.

Spustte elektroforézu: 200 V, 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 prabéiné zkumavku vortexujte, abyste

urychlili rozpusténi gelu.

0. Poté preneste celou smés na kolonku (pokud je smési vice jak 800 ul tak nadvakrat).

10. Stocte kolonku 1 min pfi 14000 x g.

11. Vylijte protekly roztok a pfidejte na kolonku 700 ul roztoku Wash Buffer.

12. Centrifugujte 1 min pfi 14000 x g.

13. Vylijte protekly roztok a pfidejte na kolonku 500 ul roztoku Wash Buffer.

14. Centrifugujte 1 min pfi 14000 x g.

15. Vyhodte zkumavku, kolonku preneste do nové 2.0 ml zkumavky a centrifugujte 5 min
pfi 14000 x g.
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16. Vyhodte zkumavku, kolonku preneste do nové 1,5 ml zkumavky a na jeji stred
napipetujte 30 pl PCR vody.

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

Klonovdni PCR produktu do plasmidu pGEM-TEasy a jeho ndslednd transformace do bunék E.
coli JIM109

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

2. Pfipravte ligacni smés:
pGEM-TEasy klonovaci vektor 1l
PCR produkt 1-4 pl (vypoctéte na zadkladé vzorce)
Ligation buffer, 2x 5ul
ImProm Il Ligasa 1l
PCR voda do 10 pl

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

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

5. Do zkumavky s kompetentnimi bunkami pfidejte 2 pl ligaéni 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.

Pfidejte 950 ul SOC media a inkubujte za tfepdni (250 rpm) 2 hodiny.

Od tohoto bodu provadéjte vSechny ¢innosti v laminarnim boxu a sterilné.

Poté si pripravte nalité LB misky s ampicilinem (100 pg/ml) a X-gal/IPTG

10. Napipetujte na pripravené misky 100 pl SOC media s kompetentnimi bufikami a
dikladné medium rozetrete bakteriologickou hokejkou.

13. Nechte z misek odpafit zbytek rozetfeného média, misky zavrete a umistéte dnem
vzhlru do termostatu na 37°C.

14. Nasledujici den popiste vysledek.

© 0 ~

Zaockovadni 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 ug/ml) a inkubujte na tfepacce pfi
37°C 12-16 hodin.

Izolace plasmidu z kultury E. coli

1. Pfeneste 600 pl bakteridlni kultury do 1.5 ml zkumavky.
2. Pfidejte 100 ul Cell Lysis pufru a prevracenim Sestkrat smés ve zkumavce
promichejte (vzorek by mél cely zmodrat).
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10.
11.

12.
13.

Ihned pridejte 350 pl vychlazeného Neutraliza¢niho roztoku a prevracenim smés
ve zkumavce poradné promichejte (vzorek by mél cely zeZloutnout).
Centrifugujte 3 min pfi 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 ul 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 Elu¢niho pufru a nechte 1 min
inkubovat na stole.

Centrifugujte 15 s pfi 14 000 x g.

Plasmidova DNA je pfipravena 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 (650g/mol) vypocitejte koncentraci
plasmidové DNA pfi nasledujicim poctu kopii:

100 kopii/ul
1000 kopii/ul
10 000 kopii/pul e
100 000 kopii/il e
1000 000KOPIi/|l ~ eeoeeeereeeeeennens

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/pl.
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Uloha D.

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 fada PR protein(, které byly rozdéleny do 17 tfid,
jak je uvedeno v tabulce niZe. Kazdd tfida mlze byt ddle délena na kyselé a bazické
homology. Syntéza kyselych forem PR protein(i 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 proteinl je spojena s poskozenim
nebo napadenim rostliny herbivornim hmyzem. Jejich syntéza je poté spojena s tzv.

rezistenci proti herbivornimu hmyzu (IRH - induced resistance against herbivores).

Trida Typicky zastupce Funkce

PR-1 PR-1 (tabdk) neznadma

PR-2 PR-2 (tabak) B-1,3-glukanasa

PR-3 P, Q (tabak) chitinasa

PR-4 ‘R' (tabdk) chitinasa

PR-5 S (tabak) podobny thaumatinu
PR-6 Inhibitor | (rajce) proteinasovy-inhibitor
PR-7 Pso (rajce) endoproteinasa

PR-8 Chitinasa (okurka) chitinasa

PR-9 “lignin-forming peroxidase' (tabak) peroxidasa

PR-10 "PR1 (petrzel) podobny ribonuklease
PR-11 chitinasa tridy V (tabak) chitinasa

PR-12 Rs-AFP3 (fedkvicka) defensin

PR-13 THI2.1 (Arabidopsis) thionin

PR-14 LTP4 (je€men) lipid-transfer protein
PR-15 OxOa (je€men) oxalat oxidasa

PR-16 OxOLP (je¢men) podobny oxalat oxidase
PR-17 PRp27 (tabak) neznama




RT-qPCR:

V praxi se Casto setkdvame s potrebou provést kvantifikaci transkriptu vybraného genu. V
soucasné dobé se ke kvantifikaci transkriptd vybranych gen( vyuzZivd predevsim metoda
reverzni transkripce ve spojeni s metodou kvantitativni polymerazové retézové reakce (RT-
gPCR).

Reverzni transkripce

V prvnim kroku je nejprve provedena reverzni transkripce izolované celkové RNA. Reverzni
transkripce (RT) je enzymaticky proces, pfi kterém je podle templatové RNA syntetizovdna
cDNA. RT je katalyzovdna enzymem reverzni transkriptdzou (RNA-dependentni DNA
polymerdaza). Pro pribéh reakce je tedy nezbytnd pfitomnost RNA, reverzni transkriptdzy,
smési deoxyribonukleotidtrifosfatl (dNTP), reakéniho pufru a primer(l. Zpravidla se pro tyto
ucely vyuzivaji tfi typy primer(:

e oligo dT primery — pouzivaji se v pfipadé mRNA obsahujici polyA 3’-konec, v pfipadé
dlouhych transkrupti nemusi dojit k Uplnému prepisu

e smés nahodnych hexaoligonukleotidli — nasedaji nahodné na templatovou RNA, jsou
vhodné zejména pro prepis celkové RNA a delSich transkriptt

e sekvencné specifické primery

gPCR

V nasledujicim kroku je poté prepsana cDNA specificky namnoZena pomoci kvantitativni
polymerazové fetézové reakce (qPCR). Principem qPCR je kvantifikace mnoZzeného produktu
v kazdém jednotlivém cyklu PCR. K detekci vznikajiciho produktu mohou byt pouzity rGzné
systémy, které jsou zaloZeny na stanoveni zmény intenzity fluorescenéniho zareni béhem
amplifikace. Obvykle se pouzivaji interkalacni barviva nebo specifické sondy.

Vyhodnoceni

Fluorescence je mérena béhem kazdého cyklu PCR a jeji intenzita je Umérna mnozstvi nové
vzniklé DNA. Kvantifikace se provadi prostfednictvim matematické analyzy amplifikacni
kfivky a hodnoty Ct (Cycle treshold), pfi které doSlo k prekroceni nastavené hladiny
fluorescence. Pro vyhodnoceni real-time PCR se mUlzZe pouZit bud' relativni, nebo absolutni
kvantifikace. Absolutni kvantifikace umoznuje prfimo urcit vychozi pocet kopii cilovych
molekul. Pro stanoveni je tfeba sestavit kalibracni kfivku pro sérii standard(i a z této krivky se
pak odecita koncentrace neznamého vzorku. Relativni kvantifikace popisuje relativni zménu
exprese genu V0ci vnitinimu standardu. Jako vnitfni standard se vyuZiva tzv. house-keeping
gen, jehoz hladina exprese je za podminek experimentu konstantni. Pro vypocet exprese
cilového genu ve vztahu k odpovidajicimu house-keeping genu je mozno pouZit nékolik
metod. Metody pouZivané pro vypocet relativni kvantifikace jsou bud' jiz zminéna metoda
kalibracnich kfivek, nebo Castéji pouZivand srdvndvaci Ct metoda. Zakladnim
predpokladem pfi srovnavaciAACt metodé je, Zze amplifikace cilového i house -keeping genu
probiha se stejnou ucinnosti. K vypocétu celkového mnoistvi cilového genu se poté pouZiva
vztah:

R=2 -AACt

kde: AACt= ACt testovaného vzorku- ACt kontrolniho vzorku

ACt testovaciho vzorku=Ct cilového genu Ct house-keeping genu
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POSTUP PRACE

Izolace celkové RNA z listu tabaku

Jednotlivé skupiny si rozdéli izolaci celkové RNA z listl po aplikaci cryptogeinu a kontrolnich
list( po aplikaci vody, sesbiranych v rGznych ¢asovych intervalech po aplikaci.

9.

10.
11.
12.
13.

Odeberte 100 mg tkané a vlozte ji do 2.0 ml zkumavky spolecné s drticim
olGvkem.

Vlozte zkumavky do drtici vlozky, zasroubujte vlozku vickem a vhodte ji do
kapalného dusiku. Po vymraZeni zasunte vlozku do pouzdra a asi minutu tfepejte.
Poté vyjméte zkumavku z vlozky, oteviete ji, pomoci pinzety vejméte olivko a
pridejte 1 ml Tri Reagentu. Inkubujte zkumavku pfiblizné 5 minut pfi pokojové
teploté.

Pridejte 200 ul chloroformu, vortexujte 15 s a nechte stat 15 minut pfi pokojové
teploté.

Centrifugujte 15 minut pfi 12 000 x g.

Horni fazi preneste do Cisté zkumavky, pridejte 1/10 izopropanolu, promichejte a
nechte stat 7 minut pfi pokojové teploté.

Centrifugujte 10 minut pfi 12 000 x g.

Supernatant preneste do nové zkumavky a pridejte takové mnoZstvi
izopropanolu, aby celkovy pfidany objem isopropanolu byl 500 ul.

Promichejte zkumavky a nechte stat 7 minut pfi pokojové teploté.

Centrifugujte 10 minut pfi 12 000 x g.

RNA pelet promyjte 1 ml 75% ethanolu a centrifugujte 10 minut pfi 12 000 x g.
Odstrante ethanol a nechte RNA pelet vyschnout.

Rozpustte RNA v 10 pl formamidu.

Stanoveni koncentrace a Cistoty vyizolované RNA pomoci Nano-fotometru

Do dvou zkumavek napipetujte 9 pl DEPC vody. Do jedné pridejte 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 méfici kyvety napipetujte 3 pl DEPC vody s formamidem a zakryjte vrskem
s faktorem 10

Zmacknéte tlacitko pro méreni Blanku (modré).

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



5. Zakryjte ¢ocku vrskem s faktorem 10 a zmacknéte tlacitko pro méfeni vzorku (zelené)
6. Vytisknete koncentraci a hodnoty Cistoty Ajeo0/280, A230/260 @ NaMerené spektrum.

Reverzni transkripce izolované RNA

1. Naredte vyizolovanou RNA na koncentraci 0.2 pg/ul a umistéte ji na led. Pfipravte
reakéni smés:

5 x RT ImPromll buffer 2.0 ul
25 mM MgClI2 2.2 ul
dNTPs 1.0ul
Random Hexamers 0.5 ul
Voda 2.6 ul
Reverse transcriptase 0.5 ul
RNasin 0.1 ul

2. Pridejte do reakcni smési 1 pl nafedéné RNA o koncentraci 0.2 pg/upl. Smés jemné
promichejte a kratce stocCte. Vlozte zkumavku do termocycleru a nastavte nasledujici

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

Amplifikace genu pro PR1a, PR5, PAL a EF1a pomoci RealTime PCR
1. Pfipravime si reakéni smés vztazenou na 1 vzorek dle ndsledujici tabulky, kdy
k amplifikaci vyuZijeme primery pro geny PR1a nebo PR3 nebo PR5a nebo PAL a
EFla:

2x Go Taq gPCR M. Mix 7.5 ul

F primer (10 uM) 0.5 ul
R primer (10 uM) 0.5 ul
Voda 5.0 ul

2. Reakéni smés promichame, kratce stocime a pfidame 1.5 pul cDNA vzniklé po reverzni
transkripci nebo kvantifikacnich standardd. Vlozte zkumavku do termocycleru a
nastavte nasledujici program:

95°C 2:30
95°C 0:20 [45x
60°C 0:40
95°C 0:15
60°C 0:30

95°C 0:15



VYHODNOCENI

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

- Na zakladé vysledku RealTime PCR vypocitejte metodami absolutni nebo relativni
kvantifikace za poutziti delta Ct metody, zdali dochdazi po pridani cryptogeinu ve
sledovanych casovych intervalech (8 a 24h) ke zvy3eni transkriptl vybranych PR
proteinl a o jak velké zvy3Seni se jedna.

- Daéle na zakladé vypoctenych vysledk(l porovnejte metodiky relativni a absolutni
kvantifikace.



Jméno a UCO: Datum:

Uloha E

Identifikace jednotlivych druhu
Vaclavek ze vzorku pudy

TEORETICKY UVOD

V soucasné dobé je na svété rozliSovano pres 40 druhd vaclavek (rod Armillaria),
které se vyskytuji na vSech kontinentech s vyjimkou Antarktidy. Poprvé byl rod vaclavka
identifikovan v 18. stoleti, ale az v roce 1973 objeveni bifaktoridlniho sexualniho
inkompatibilitniho systému umoznilo spolehlivé identifikovat jednotlivé druhy vaclavek. V
Evropé bylo do soucasnosti identifikovdno sedm druhl vaclavek, Armillaria borealis,
cepistipes, ectypa, gallica, mellea, ostoyae a tabescens [2]. Vaclavky se vyskytuji témér na
vSech druzich porostl, mezi néZz patfi predevsim listnaté a jehli¢naté lesy, ovocné sady a
parky. Vyskyt jednotlivych druhli je omezen jednak klimatickymi a geografickymi
podminkami a na druhé strané vyskytem vhodnych hostiteld [2]. VAclavky se v lese podileji
na rozkladu odumfelé drevni 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 fadé bylin, na obilninach nebo na
okrasnych rostlinach. Kazdoro¢né pak zpusobuji obrovské skody na lesnich porostech [1,2].
Nékteré druhy mohou byt obligatnimi saprotrofy, avsak vsechny druhy jsou schopné napadat
stresem oslabené hostitele. Nékteré druhy ddle produkuji antibiotické latky, které jim
pomahaji udriet kontrolu nad infikovanym hostitelem [2]. Jednotlivé druhy vaclavek se lisi
jednak svou patogenitou a také spektrem napadanych hostitelll. Proto je z hlediska lesniho
hospodarstvi velmi dllezité odliSovat od sebe jednotlivé druhy.

V soucasné dobé jsou k identifikaci jednotlivych druhd vaclavek nejvice pouzivané
parové testy objevené Hinkitou v roce 1973, avsak v posledni dobé se k identifikaci zacinaji
pouzivat molekuldrné—biologické metody, mezi néz predevsim analyza restrikcnich
fragment( ribozomalni DNA.

Restrikcni analyza.

Restrikéni endonukleasy jsou enzymy, které rozpozndvaji ve dvousroubovicové DNA
specifickou sekvenci sloZzenou obvykle ze 4 az 6 pdard bazi a v tomto misté DNA specificky
Stépi. VétSina rozpoznavanych sekvenci restrikcnimi enzymy md dokonalou dvojcetnou
rotaCni symetrii. Tyto sekvence jsou znamy jako tzv. palindromy. Celd fada restrikcnich




enzymuU (napt. Hinf I, Mbo I) katalyzuje Stépeni dvou vldken DNA v polohich symetricky
rozmisténych okolo stfedu palindromové sekvence. Vznikaji tak fragmenty s koheznimi Ci
lepivymi konci. U nékterych restrikénich enzymu (Alu ) naopak misto Stépeni prochazi pfimo
dvojcetnou osou palindromu. Vznikaji pak fragmenty se zarovnanymi ¢i tupymi konci [18].

Polymorfie délky restrikénich fragmentl (RFLP) poté poskytuje cenné informace o
rozdilech mezi sekvencemi u jednotlivych druhll organizm( a je v soucasné dobé jednou z
nejpouzivanéjSich metod v taxonomii a fylogenezi.

Identifikace na zdkladé ribozomalni RNA

Geny kédujici ribozomadlni RNA jsou z hlediska taxonomického a fylogenetického
velmi ¢asto pouzivané. ITS oblast rDNA je velmi polymorfni, ¢imz se stava 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 navrieny primery ITS 1 a ITS 4 (obrazek 1).

ITS1
~ AR1

L
U/ 18S rDNA ITS1 5.8S ITS2 235 rDNA /ﬂ
~

T
AR2 1154

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

Detekce vdclavek na zakladé RFLP analyzy ITS oblasti

Pro specifikou detekci vaclavek poté byly navrzeny primery ARM1 a ARM2 lezici na
okrajich oblasti ITS1 a ITS2 (obrazek 1). Tyto primery se pouzivaji pro specifickou amplifikaci
vSech sedmi evropkych druh( vaclavek. Pro dosaZzeni velmi vysoké citlivosti metody pro
identifikaci vaclavek se vzork( pldy se vyuZivd tzv. nested PCR, pfi které dochazi
k amplifikaci poZadované oblasti pomoci dvou parl primer(. Prvni pdr, tzv. externi, se
vétSinou vyznacuje nizsi specifitou a slouzi k pred-mnozZeni poZzadované oblasti. Druhy par,
tzv. interni, je poté vysoce specificky a pouZiva se k namnozeni poZzadované oblasti z jiz pred-
mnoZzeného vzorku. PFi identifikaci vaclavek ze vzork(l pady lze vyuzit jako externi par
primerd primery ITS1 a ITS4 a jako interni par primery ARM1 a ARM2.

Pro urceni konkrétniho druhu vaclavky se poté vyuzivd RFLP analyza oblasti
namnozZené pomoci primert ARM1 a ARM2 vyuzivajici restrikéni endonukleazy Hinfl a Alul.
Délky restrikénich fragment( pro jednotlivé druhy véaclavek jsou uvedeny v tabulce nize.
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Izolat Délka  amplikonu | Restrikéni fragmenty Restrikéni fragmenty
(bp) Hinfi (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 b 868/711 294, 227,43, 63, 69 41,97, 180, 222, 323
A. mellea 185° 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 T4* 847/690 295, 125, 93,32, 129 35,70, 96, 138, 181, 327
Literatura
1. Jankovsky L. 1997. Biologie Vaclavek, Dizertacni prace MZLU, Brno.
2. Shaw C.G., Kile, G.A. 1991. Armillaria Root Disease, Agriculture Handbook 691, Department of

3. White, T.J., Bruns, T., Lee, S., Taylor, J. 1990. Amplification and direct sequencing of fungal ribosomal
RNA genes for phylogenetics. PCR Protocols: A Guide to Methods and Aplications: 315-322, Academic

Press, Inc.
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Izolace DNA z pidy pomodci izola¢niho kitu PowerSoil DNA

vk wnN

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 pfipravenych rozbijecich zkumavek. Promichejte opatrnym
vortexovanim.

Pfidejte 60 ul 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 az 500 pl smési. Smés muze stale obsahovat urcité mnoistvi
pudnich ¢astic.

Pfidejte 250 pl 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 ul supernatantu.
Pfidejte 200 pl roztoku C3 a kratce vortexujte. Inkubujte 5 minut pfi 4°C.

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

. Pfeneste do Cisté 2 ml mikrozkumavky (pfiloZzena) maximalné 750 pl supernatantu.

. Pridejte 1200 ul roztoku C4 a vortexujte 5 sekund.

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

teploté. Vylijte prefiltrovanou kapalinu a pfidejte dalSich 675 pul smési do kolonky a
centrifugujte 1 minutu pfi 10 000 x g pfi pokojové teploté. Pfidejte do kolonky zbytek
smési a centrifugujte 1 minutu pri 10 000 x g pFi pokojové teploté.

Poznamka: Kazdy vzorek je nutné rozdélit na tfi davky.

Pfidejte 500 pl 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 cCisté 2 ml mikrozkumavky (pfiloZena). Zabrarite pottisnéni
kolonky roztokem C5.

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

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

Meéreni Cistoty izolované DNA pomoci Nano-fotometru

ok wnNE

Na fotometru nastavte méreni koncentrace dsDNA.

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

Cocku a vriek otfete tampdnem a poté na ¢ocku napipetujte 3 pl vzorku DNA.

Zakryjte ¢ocku vrskem s faktorem 10 a zmacknéte tlacitko pro méreni vzorku (SAMPLE).
Vytisknete hodnoty Cistoty Ajeo/280, A230/260 @ NaMerené spektrum.



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) 1,5 ul
Kapa 2G Mix 2x konc 15 pl
PCR voda 10 ul
DNA 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

55°C 305} 35x
72°C 20s

Priprava 2. Reakéni smési nested-PCR

Pfipravte reakéni smés dle uvedené tabulky do PCR zkumavky:

Primer ARM1 (5 uM) 1,5 ul
Primer ARM2 (5 uM) 1,5 ul
Kapa 2G Mix 2x konc 10 ul
PCR voda 5 ul
1 PCR reakce 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 305} 40x
72°C 20s



Restrikéni analyza PCR produktu

Pfipravte reakéni smés dle uvedené tabulky do PCR zkumavky:

PCR reakéni smés 16 pl
10 x ReakEni pufr 2ul
Enzym Hinf I (Alul) 2 ul

Reakéni smés jemné promichejte, kratce stoCte a inkubujte 15 min pfi 37°C.

Analyza Restrikénich fragmentd pomoci agarézové elektroforézy

Pfipravte 2% agarosovy gel — navazite 2 g agardzy, pridejte 100 ml 1x TBE pufru a agarosu
dlikladné rozvarte v mikroviné troubé. Poté nechte zchladnout agarosu na cca. 70°C,
pfidejte 2 ul Midori green DNA stain (http://www.nippongenetics.eu/dnarna-
electrophoresis/dna-stains/midori-green-dna-stain/), promichejte a nalijte do pfipravené
vanicky. Vlozte hfebinek a nechte asi 20 minut tuhnout.

Opatrné vytahnéte hrebinek, vlozte nality gel do elektroforetické aparatury a zalijte TBE
pufrem tak, aby byl gel cca 3mm pod urovni hladiny (na aparatufe je znacka maxima).

K tomu si pfipravte cca 400ml 1x TBE pufru.

Na parafilm naneste po kapkach nanaseci pufr, kapku smichejte se 4 ul restrikénich smési a
ke zbytku PCR a naneste do jamky.

Naneste vzorky na gel v nasledujicim poradi:
Délkovy marker — PCR produkt - RA Hinfl — RA Alul

Elektroforézu provadéjte pfi 100V cca 20 minut (¢as je proménlivy).

VYHODNOCENI

- Uvedte koncentraci a na zdkladé namérenych dat zhodnotte Cistotu izolované DNA
- Na zakladé délky amplifikatu a vysledku restrikéni analyzy urcete, jaky druh vaclavky
obsahoval vas vzorek pudy, vysledek zdivodnéte.



Jméno a uco: Datum:

Teoreticka cast

Pomoci rlznych expresnich systém(l je mozZné vytvofrit rekombinantni protein odvozeny od
konkrétniho genu, nebo ¢asti genu. Expresni systémy Ize rozdélit do dvou hlavnich tfid, prokaryotni a
eukaryotni. Nejzndméjsi a nejpouzivanéjsi systém pro expresi proteind je bakterialni expresni systém
(E. coli). Vyhodou tohoto systému je predevsim jeho jednoduchost, vysoky vytéZek exprimovaného
proteinu a v neposledni fadé jeho nizka ¢asova a financni narocnost. Na druhou stranu bakteridlni
systém neumoznuje posttranslacni modifikace (mozné ovlivnéni terciarni struktury proteinu) a je
schopen exprese proteinli omezené velikosti (maximalné kolem 150 kDa). Typ exprese (cytosol nebo
inkluzni téliska) nelze ovlivnit a zavisi zejména na strukture proteinu.

Linearni molekula DNA obsahujici gen pro dany protein (inzert) nese na svych koncich
restrikéni mista kompatibilni s vektorem, kterd jsou potfebna pro tvorbu ligacnich presahl a
zaclenéni inzertu do vektoru. Déle také obsahuje start a stop kodon a signalni sekvenci usnadnujici
purifikaci vysledného proteinu.

Inzert se pomoci ligdzy zacleniuje do expresniho vektoru. Kazdy expresni vektor obsahuje

specifické sekvence potfebné pro integraci inzertu, selekci bakteridlniho klonu a expresi proteinu
(obr. 1).
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Obr. 1: Vektor pET32 (http://www.snapgene.com)

e T7 promotor — sekvence, na kterou specificky nasedad T7 RNA polymeraza. Tato polymeraza
pochézi zbakteriofdgaA , coZ zajistuje vazebnou specificitu pouze na daném Useku
expresniho vektoru.

e T7 pocdtek transkripce — v tomto misté zac¢ind T7 RNA polymeraza syntetizovat mRNA

e His Tag sekvence — sekvence kédujici polyhistidinovou kotvu (His Tag). Pokud His Tag
nepotiebujeme, je mozné jej z vektoru vystépit.



e Klonovaci misto — do tohoto mista Ize vlozit inzert. Obsahuje nékolik specifickych sekvenci
pro rtzné restrikéni endonukledzy, pini tak funkci univerzalniho klonovaciho mista.

e T7termindtor — ukoncuje transkripci inzertu

e lacl sekvence — koduje lac represor, ktery se bez pritomnosti IPTG vaze do blizkosti T7
promotoru a blokuje tak ¢innost T7 RNA polymerazy. V pfitomnosti IPTG se lac represor vaze
na tyto molekuly, T7 RNA polymeraza naseda na promotor a zahajuje transkripci.

e pBR322 pocdtek replikace — nutné pro replikaci vektoru béhem kultivace bakteridlni kultury

o AmpR sekvence — kéduje rezistenci k ampicilinu (nutné pro selekci klond se zabudovanym
vektorem)

Vektor s inzertem je poté potieba vloZit do tzv. kompetentnich bunék. To jsou takové buriky,
které jsou schopny prijmout DNA z prostiedi. E. coli cizorodou DNA za normadlnich okolnosti
neprijima, proto se kompetence bunék navozuje narusenim bunécné stény a membrany chloridem
vapenatym. Nejcastéji se pouZivaji kompetentni buriky BL21 DE3, coz jsou geneticky upravené klony
E. coli umoznujici cilené ovlivnit a nacasovat expresi proteinu (exprese se indukuje pridavkem IPTG).
Transformované buriky se kultivuji v LB (Luria-Bertani) médiu za standardnich podminek (37°C; 200 -
250 rpm) za pfitomnosti antibiotika a IPTG. Nejvyssi hladiny exprese burnky dosahuji ve stacionarni
fazi (4 - 6 h). Po prekroceni této doby zacinaji v médiu dochazet Ziviny, hromadi se odpadni latky,
bunky se prestavaji délit a postupné odumiraji. V této fazi také klesa exprese proteinu, ktery muze
byt navic poskozen stresovym stavem umirajicich bunék.

Po expresi proteinu nasleduje purifikace, kterd zajistuje odstranéni vSech necistot a ziskani
Cistého produktu. Pfi purifikaci se uplatriuji afinitni znacky (tagy) pfipojené k proteinu (His Tag, c-myc,
aj.), které umoznuji jednoduchou jednokrokovou adsorpéni purifikaci. Tyto tagy ovsem nesmi
ovliviiovat tercidrni strukturu proteinu ani jeho biologickou aktivitu. Zaroven se musi dat snadno a
specificky odstranit od nativniho proteinu. Nejbéznéji pouzivanym tagem pfi purifikaci protein( je
polyhistidinovd kotva (Hisg). Jde o metalafinitni metodu, pfi které dochazi k pomérné silné interakci
mezi imobilizovanymi ionty kovt (Ni**, Cu®*, Co**, Zn**) a histidinovymi zbytky. Po dilkladném odmyti
nenavazané proteinové frakce a necistot nasleduje uvolnéni polyhistidinové kotvy pomoci imidazolu,
ktery ma vyssi afinitu vci ¢asticim kovu nez histidinové zbytky.

Purifikovany produkt je na zavér potieba charakterizovat, tzn. potvrdit identitu, zjistit Cistotu
a koncentraci proteinu. Identita proteinu se nejcastéji urCuje imunoanalyzou na western-blotu nebo
pomoci hmotnostni spektrometrie. Ke stanoveni Cistoty proteinli ve vétSiné pripad(l postacuje
denaturacni polyakrylamidova gelova elektroforéza.

Literatura:
1. Chongs., et al., Single-column purification of free recombinant proteins using a self-cleavable afinity tag derived
from a protein splicing element. Gene. 1997, ro€. 192, s. 271-281.
2. Takacs, Bela J. a GIRARD, Marie-Frangoise. Preparation of clinical grade proteins produced by recombinant DNA
technologies. Journal of Immunological Methods. 1991, ro¢. 143, s. 231-240
3. SHIH, Yan-Ping, et al. High-throughput screening of soluble recombinant proteins. Protein Science. 2002, roc. 11, s.
1714-1719



Postup prace

Priprava, rust kultury a sklizeni kultury

vk W

Do sterilni 250 ml Erlenmeyerovy barky nalijte 30 ml autoindukéniho média (Overnight
Express™ Instant LB Medium — Novagen); 30 pl ampicilinu (100 mg/ml) a 750 pl
predpéstované nocni kultury.

Barnky dejte na tfepacku a inkubujte pres noc pfi 37°C.

Pripravte si dvé sterilni mikrozkumavky a do kazdé odeberte 700 pl narostlé kultury.
Centrifugujte 2 min pfi pokojové teploté a pfi 5 000xg.

Odeberte supernatant, pelet pouzijte v dalSich krocich.

Priprava hrubého lyzdtu

1. Pelet v prvni mikrozkumavce rozsuspendujte ve 100 ul lyzacniho pufru (50 mM fosfatovy pufr
pH 8; 0,3 M NaCl; 0,2 mg/ml lysozym; 0,1% triton).
2. Inkubujte 10 min na ledu.
3. Pridejte 10 pl DNAse pufru a 5 pl DNAsy.
4. Inkubujte 10 min pfi 37°C.
5. Centrifugujte 10 min pfi 4°C a pti 20 000xg.
6. Odeberte supernatant a uchovejte pro dalsi pouziti.
Purifikace proteinu
1. Pelet ve druhé mikrozkumavce rozsuspendujte v 700 pl HEPES pufru.
2. Ptidejte 70 pl FastBreak™ Reagent/DNAse | pufru a 75 pl HisLink™pryskyfice.
3. Inkubujte 30 minut na tfepacce pfi laboratorni teploté.
4. Preneste lyzat s pryskyftici na kolonku. Jestlize v mikrozkumavce zlstane zbytek pryskyfice,
pridejte 100 pl HisLink™ Binding/Wash pufru a pfeneste na kolonku.
5. Centrifugujte 5 s pti pokojové teploté a pti maximalnich otackach.
6. Vylijte proteklou kapalinu, umistéte kolonku zpét do mikrozkumavky a pridejte 500 pl
HisLink™ Binding/Wash pufru.
7. Centrifugujte 5 s pti pokojové teploté a pti maximalnich otackach.
8. Opakujte promyti 500 plHisLink™Binding/Wash pufrem.
9. Centrifugujte 5 s pti pokojové teploté a pti maximalnich otackach.
10. Vyjméte kolonku, opatrné ji otfete, abyste zajistili odstranéni zbytk( HisLink™Binding/Wash
pufru a vlozte do nové, Cisté mikrozkumavky.
11. Na kolonku naneste 200 pl HisLink™ Elution pufru, kolonku zaviete,dobfe promichejte a
inkubujte 3 min pfi pokojové teploté.
12. Centrifugujte 1 min pti pokojové teploté a pfi 10 000xg.



SDS PAGE

1. Podle uvedené tabulky pfipravte 12% SDS polykrylamidovy gel.

Koncentracni gel (5%) Separacni gel (12%)

30% akrylamid 850 pl | 30% akrylamid 4 ml
1M Tris(pH6.8) 625 pl | 1,5M Tris(pH8.8) 2,5ml
10% amonium persulfat | 50 ul | 10% amonium persulfat | 100 ul
10% SDS 50 pl | 10% SDS 100 pl
TEMED 5ul | TEMED 4l
Voda 3,4ml | Voda 300 pl

glycerol 3ml

2. Meazi pripravena skla nalijte nejprve separacni gel, pak ihned pfilijte koncentracni gel a mezi
skla zasurite hiebinek.

3. Gel nechte tuhnout 20 minut.
Tuhy gel umistéte do elektroforetické vany a pfilijte elektroforeticky pufr (25 mMTris-Cl;
150 mM glycin; 0.1%SDS).

5. K15 pl hrubého lyzatu a k 15 pl purifikovaného proteinu pridejte 4 pl nanaseciho pufru a
naneste vzorky na gel v nasledujicim poradi:

délkovy marker — hruby lyzat — purifikovany protein

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

7. Po elektroforéze prvni gel proplachnéte 15 minut v MiliQ vodé a nasledné ponorte do 50 ml
barvy koloidni coomasieBioSafe, s druhym gelem provedte blotting.

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

Vyhodnoceni



Jméno a UCO: Datum:

Uloha G.

Vliv polymorfismu v genu pro
alkoholdehydrogenazu na jeji aktivitu

TEORETICKY UVOD

Alkoholdehydrogenaza je enzym oxidujici primarni a sekundarni alkoholy a dioly. Zfejmé
nejvyznamnéjsim ztéchto alkoholll je ethanol, jehoZ metabolismus je lokalizovan
v gastrointestindlnim traktu, pfedevsim v jatrech (az 98 %). Zde dochazi ucinkem ADH ve spolupraci
s koenzymem NAD" k oxidaci ethanolu na acetaldehyd. Vznikajici acetaldehyd je pak dale oxidovan
aldehyddehydrogenazou (ALDH) na acetat, ktery ve svalové tkani vstupuje do citratového cyklu jako
acetyl-CoA a je postupné preménén na CO,, H,0 a energii v podobé 15 molekul ATP (obr. 1). Existuje
nékolik typli ADH a ALDH enzymd, které jsou kddovany rGznymi geny. Ukazalo se, Ze tyto r(izné
varianty mohou u lidi ovliviiovat riziko vzniku zavislosti na alkoholu. Pfepoklada se, Ze mechanismus
vzniku zavislosti spojenych s vyskytem urcitych forem ADH a ALDH je zpusoben lokalnim zvySenim
obsahu acetaldehydu vyplyvajici bud zrychlé oxidace ethanolu, nebo pomalejsi oxidace
acetaldehydu.

CH5CH,OH + NAD" <«<—> CH3CH=0 + NADH + H*

\%
CH3;COOH

dychaci fetézec | —— 14 ATP + H,0

<— _
S a Acetyl-CoA
1ATP & y \
Y 3 NADH+H" + FADH,
2 CO,

Obr. 1: Metabolismus ethanolu

U lidi bylo identifikovano sedm rliznych gent pro ADH (ADH1A, ADH1B, ADH1C, ADH4, ADH5,
ADH6, ADH7) nachazejicich se na chromosomu 4. Jednotlivé formy ADH byly pak na zakladé
podobného obsahu aminokyselin a kinetickych parametr(i rozdéleny do péti tfid. Trida | obsahuje
geny pro ADH1A, ADH1B a ADH1C, které maiji hlavni podil na oxidaci ethanolu v jatrech. Do tfidy I
patfi gen pro ADH4, ktery se uplatiiuje pfi oxidaci ethanolu azZ pfi vyssich koncentracich. Gen pro
ADH?5 patfici do tridy 11l kéduje enzym zvany formaldehydehydrogenaza a vyznacuje se velmi nizkou



afinitou pro ethanol. mRNA ADH6 (tfida IV) byla izolovana z jater plodu i z jater dospélych jedincd,
tento enzym vSak doposud nebyl z tkané vyizolovan a je o ném znamo jen malo. Do posledni rodiny
V patti ADH7, ktery se podili na oxidaci retinolu a v mensi mife také na oxidaci ethanolu.

U genl pro ADH1B a ADHIC bylo objeveno nékolik SNPs ovliviiujicich kinetické vlastnosti
téchto enzyma. Napfiklad polymorfismus nachazejici se v kddujici oblasti ADH1B genu, ktery vede k
zaméné aminokyseliny argininu v pozici 48 za histidin (ADH1B*48H) nebo polymorfismus v genu
ADH1C vyznacujici se zaménou valinu v pozici 350 za izoleucin (ADH1C*350I). Tyto substituce maji za
nasledek produkci atypickych forem enzym( s mnohonasobné zvySenou V., pro oxidaci etanolu na
acetaldehyd oproti formam klasickym (zvySeni az o 70%). Vysledky tady analyz ukazuji, Ze
polymorfismy ADH1B*48H a ADH1C*350! se pravé vyskytuji u osob s nadmérnou konzumaci
alkoholu. Pfima souvislost mezi polymorfismy a alkoholismem vsak doposud nebyla potvrzena.

Restrikcni analyza

Restrikéni endonukleasy jsou enzymy, které rozpoznavaji ve dvousroubovicové DNA
specifickou sekvenci slozenou obvykle ze 4 az 6 pard bazi a v tomto misté DNA specificky Stépi.
Vétsina rozpoznavanych sekvenci restrikénimi enzymy jsou tzv. palindromy. Nékteré restrikéni
enzymy katalyzuji Stépeni dvou vldken DNA v polohach symetricky rozmisténych okolo stfedu
palindromové sekvence (Hhal); vznikaji tak fragmenty s koheznimi ¢i lepivymi konci. Jiné restrikéni
enzymy naopak Stépi retézec pfimo ve stfedu palindromu (Sspl). Vznikaji pak fragmenty se
zarovnanymi ¢i tupymi konci.

K analyze jednotlivych polymorfism0 se vyuZiva restrikéni analyza pro ADH1B s vyuZitim
restriktasy Hhal a pro ADHIC Sspl. Jako material pro analyzu slouZi vzorek lidské krve, ze kterého se
amplifikuje ¢ast oblasti genu obsahujici dany polymorfismus a nasledné se provede restrikéni analyza.
Pro amplifikaci Casti genu ADH1B je potfeba pro zaneseni restrikéniho mista pouzit mismatchovy
primer.

Restikéni misto pro Hhal: G CG|C Restikéni misto pro Sspl: AAT |ATT
C|GC G TTA|TAA
Zaména Arg/Val v genu ADH1B je vysledkem jednonukleotidové substituce G/A, pficemZ pouze G

podléhd $tépeni Hhal. Obdobné zaména Val/lle v genu ADHI1C je vysledkem téZe jednonukleotidové
substituce G/A, kdy $tépeni Sspl podléha A.

Aktivita ADH

Aktivita ADH se méfi kolorimetrickou metodou vyuZivajici redukci N,N-dimethyl-4-
nitrosoanilinu (NDMA) a ethanolu jako substratu. Vyrazné Zluty NDMA je v pfitomnosti NADH+H"
enzymaticky redukovan na bezbarvy hydroxylaminovy derivat. Jde tedy o recyklaci koenzymu, ktery
se redukuje pri oxidaci ethanolu a nasledné se opét oxiduje pfi redukci NDMA. Zména zbarveni
reakéni smési se pozoruje pfi 440 nm.

Odbér kapilarni krve

Kapilarni krev se pouziva v pripadech, kdy je tfeba jen malé mnozstvi vzorku. Hlavni zasady pfi
odbéru:



» prohiatim mista vpichu (bfisSko prstu, usni boltec, u kojencl pata) zabezpedit dobré prokrveni
(prilozit teply vihky obklad 3 min pred vlastnim odbérem)

*  misto vpichu dezinfikovat

= vypich smérovat ze strany do bfiska prstu, kde je lepsi prokrveni nez ve stfedu

* po nabodnuti lancetou prvni kapku otfit (pfimés tkanového moku), dalsi tvorbu kapek podpofrit
lehkym tlakem (pfti silném vymackavani je v krvi pfimés tkanového moku)

= krev se obvykle odebira do specialnich kapilarnich krevnich zkumavek nebo do malych plastovych
¢i sklenénych zkumavek. U prouzkovych testl se kapka krve aplikuje pfimo.

* po odbéru pfiloZit na misto vpichu vatu smocenou dezinfekénim prostfedkem

Zpracovadni krve

Krev odebrana bez pouZiti protisrazlivych prostredk(l se po kratSi dobé srazi, v dlsledku
premény rozpustného fibrinogenu na vldknitou sit fibrinu. Odstfedénim (10 min., 10 000xg, pokojova
teplota) srazené krve se ziska sérum. Doba srazeni musi byt dostatecna (pfi pokojové teploté po 15—
30 min). Pfredcasné oddéleni séra od krevnich element(l vSak mize vést k dodatecné tvorbé fibrinu a
koagulaci séra.

Postup prace:

Odbér vzorku krve

Odbér kapilarni krve se provadi z boku Spicky prstu (toto misto je nejméné citlivé na bolest)

1. Ptipravte si sterilni, jednorazovou autolancetu — odSroubujte sterilni ¢epicku a nastavte
hloubku vpichu.

2. Otrete prst kapesnickem s alkoholem a vyckejte, dokud prst nebude Uplné suchy.
Uchopte jednorazovou autolancetu mezi ukazovackem, prostifednickem a palcem. Pritisknéte
autolancetu pevné z boku ke Spicce prstu (toto misto je nejméné citlivé na bolest) a palcem
stisknéte spoust na doraz.

4. Prvni malou kapku otrete a dalsi tvorbu kapek podporte jemnym masirovanim prstu smérem
ke konecku.

5. Krev odeberte do sterilni mikrozkumavky. Odeberte vzorek pro PCR a zbytek krve nechte
srazet 30 min.

PCR

Smichejte 4 pl odebrané krve se 4 ul 5 nM EDTA.
Pripravte reakéni smési dle uvedené tabulky do PCR zkumavky:

Reakéni smés Hhal Reakéni smés Sspl

krev 2,5 ul krev 2,5 ul
Hhal F primer (10 uM) 1,5 ul Sspl F primer (10 uM) 1,5 ul
Hhal R primer (10 uM) 1,5 ul Sspl R primer (10 uM) 1,5 ul
Kapa MasterMix B 12,5 ul Kapa MasterMix B 12,5 ul
DMSO 1,3 ul DMSO 1,3ul

PCR voda 5,7 ul PCR voda 5,7 ul


http://www.wikiskripta.eu/index.php/Fibrinogen�
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Fibrin�

3. Reakéni smési jemné promichejte, kratce stocte a vloZte do termocycleru. Na termocycleru
nastavte nasledujici program:

95°C 5 min

95°C 30s

55°C 30s }40x

72°C 1 min

72°C 5 min
Restrikéni analyza

1. Pripravte reakéni smési dle uvedené tabulky do PCR zkumavky:

Reakcni smés Hhal Reakcni smés Sspl

PCR produkt 10 ul PCR produkt 10 ul
10x reakeni pufr 2 ul 10x reakeni pufr 2 ul
Enzym Hhal 1l Enzym Sspl 1l
PCR voda 7 ul PCR voda 7 ul

2. Reakéni smés promichejte, kratce stocte a inkubujte 20 min pfi 37°C.
Ptipravte si 1,5% agarosovy gel.
4. K10 pl restrikéni smési a 10 pl PCR reakce pridejte 2 ul DNA nanaseciho pufru a naneste
vzorky na gel v nasledujicim poradi:
Délkovy marker — PCR produkt — RA Hhal — RA Sspl

Aktivita ADH

1. SraZenou krev centrifugujte 10 min pfi pokojové teploté pfi 10 000 x g.
Opatrné odeberte sérum a preneste do sterilni mikrozkumavky.
3. Pripravte reakcni smési dle uvedené tabulky do PCR zkumavky:

Vzorek Reference

Sérum 12,5 ul Sérum 12,5 ul

Reakéni pufr 37,5 ul Reakéni pufr 36,5 pl
Pyrazol (0,5 M) 1u

4. Reakcni smés promichejte, kratce stocte a inkubujte 20 min pti 25°C. Reakci ve vzorku bez
pyrazolu zastavte pridavkem 5 pl 0,5 M pyrazolu.
5. Zméfite rozdil absorbance pfi 440 nm.

Vyhodnoceni

- Na zakladé vysledku restrikéni analyzy urcete, zda vas vzorek krve obsahoval néktery
z polymorfismi v genu pro ADH

- Vypoctéte aktivitu ADH (€40 NDMA =34 . 10 Mt.cm™)
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