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INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

TENTO PROJEKT JE SPOLUFINANCOVAN EVROPSKYM SOCIALNIM FONDEM
A STATNIM ROZPOCTEM CESKE REPUBLIKY

DEN 1

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

Uvod

Dopoledni ¢ast bude vénovana analyze aktivity promotort pomoci transkripéni fuze a
chemicky indukovatelného transkripéniho aktiva¢niho systému a dale praktickému osvojeni softwaru
pro design sekvence oligonukleotidi OLIGO 6 vcetné navrzeni sekvence PCR primeri. Odpoledni ¢ast
zahrne vlastni syntézu, purifikaci a kontrolu kvality PCR primer a pfipravu experimentu pro tranzientni
expresi proteint v tabakovych rostlinach.

Casovy harmonogram’
9:15 Sraz v u¢ebné C02/1.21
9:20 Zahijeni seminare (Jan Hejatko), UKB, Kamenice 5, budova C02, mistnost 1.21
9:30 PRIPRAVA MATERIALU (Jan Hejatko), laboratof 334
9:45 ANALYZA GENOVE EXPRESE POMOCI TRANSKRIPCNI FUZE (Jan Hejatko)
1. Teoreticky ivod
2. Zahjjeni barveni
10:30 DEXAMETAZONEM INDUKOVATELNY TRANSKRIPCNI AKTIVACNI SYSTEM
(Markéta Samalova), laboratot 334
1. Teoreticky tivod
2. Zahajeni indukce dexametazonem

11:30 — 12:30 OBED

12:30 ANALYZA GENOVE EXPRESE POMOCI TRANSKRIPCNI FUZE
3. Kontrola GUS barveni/zahajeni odbarvovani
12:45 ANALYZA BUNECNE LOKALIZACE PROTEINU (Markéta Samalova), laboratof 334
Infiltrace listd tabaku
14:45 UKONCENI PROGRAMU 1. DNE

Priprava materialu

Pro praci v laboratoii se sezndmime s organizaci prace, pristroji a pfipravime material a roztoky.

Prace v laboratofi
e BezpecCnost
e Zdroje vody

! jednotlivé ¢asy se mohou ménit podle potfeby a rychlosti zvladnuti jednotlivych metod
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Zakladni chemikalie

Odmeétovani a pipetovani
Skladovani

Odpady a pouzity material
Sterilizace

Presvédcte se, ze mate k dispozici nasledujici chemikalie a materialy:
ddH,O (sterilni, 50ml)

70% etanol / 100% etanol

Spicky/zkumavky (sterilni)

Pinzetu

Barvici pufr a desticky

Tuzky, fixy, popisovaci nalepky

Komponenty PCR reakce. V krabi¢ce oznacené ¢islem vasi skupiny jsou ulozené nasledujici
chemikalie:
e Taq DNA polymeraza
e 10x koncentrovany PCR pufr s MgCl,
e dNTP
e primery

Analyza genové exprese pomoci transkrip¢ni fuze 1

Analyza aktivity promotoru pomoci transkripéni fiize s reportérovvm genem UidA (GUS)

1) Rozpipetujte si pfipraveny barvici roztok do barvici desti¢ky (1 ml)

2) Vlozte pfipravené semenacky (cca 10-15 kusti) pomoci jemné pinzety do barviciho pufru

3) Provedte 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 pii pokojové
teploté do druhého dne.

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

8) Proved’te projasnovani semenacka (4. den, ¢tvrtek).

9) Opatrné pieneste projasnéné semenacky na sklicka a ptipravte preparaty pro automatickou
mikroskopii (4. den, Ctvrtek).

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

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

Pouzité transgenni linie:
ProCYCB1:GUS (sk. 1+4)
ProARR5:GUS (sk. 2+5)
ProAHK4:GUS (sk. 3+6)

Slozeni barviciho roztoku:
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X-Glc 0,01% (w/v)
Triton X100 0,1% (v/v)
Pi pufr, pH 6,9 0,1M
K3[Fe(CN)e]/ Ka[Fe(CN)s] 0.5 mM
X-Glc

— navazuje se rano pied cvi¢enim
Triton X100

- 200 pl 1% tritonu na jamku, nebo

- 20 ul 10% tritonu na jamku
Pi pufr

-2 ml 0,1M Pi na jamku

komponenta A - 6,899 g NaH2PO4.H20 v 100 ml H.0
komponenta B - 8,889 g Na2HPO4.2H20 v 100 ml H>O
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7,8 ml komponenty A + 12,2 ml komponenty B + 80 ml H20 = 100 ml Pi pufru (lednice)

Fe soli
- 20 pl zasobniho roztoku na jamku

1,646 g Ks[Fe(CN)e] + 2,112 g Ka[Fe(CN)s] + 50 ml H20 =50 mM z4sobni roztok
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Schéma nejdilezitéjsich morfologickych a anatomickych ¢asti semenacku Arabidopsis
thaliana.

PRAVE LISTY
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Sablona k protokolim: Analyza aktivity promotoru pomoci transkripéni faze? a
dexametazonem indukovatelny transkripcni aktivacni systém.

Jméno:
Datum:
Uloha:

Cil:

Postup a vysledky:

Zavér:

2 Do protokolu zejména uved'te: ndzev 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 uzavtit, piip. pro co jej dale pouzit.
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Dexametazonem indukovatelny transkrip¢ni aktivacni systém 1

Dexametazonem indukovatelny transkripéni aktivaéni systém

Pouziti chemicky indukovatelnych systémi pro expresi transgent je zasadnim pozadavkem
moderniho biologického vyzkumu (nejen) rostlin. V nasem experimentu pouzijeme piisné regulovany
a vysoce citlivy genovy expresni syst¢ém pOp6/LhGR (Samalova et al., 2005, Plant J 41: 919-935),
ktery je indukovatelny dexametazonem. Tento Systém obsahuje transkripéni aktivator LhGR a
chiméricky promotor pOp, ktery se sklada z lac operatord naklonovanych ptfed minimalnim
promotorem CaMV35S. Po indukci se aktivator LhGR navaze na pOp promotor a indukuje z n&j expresi
pozadovaného cilového genu (viz obr. 1).

Bylo vyvinuto nékolik chemicky indukovatelnych systémi (viz piehled Moore et al., 2006,
Plant J 45: 651-683). Avsak pro idealni systém je zapotiebi fady vlastnosti, jako jsou velmi nizké
hladiny bazalni (neindukované) exprese, vysoka indukovatelnost, specificnost a dynamicky rozsah
odezvy vici induktoru, zadouci je také rychla odpovéd’ a indukce riznymi metodami. Idealni systém
by mél fungovat u nékolika druhd organismi a nemél by vyvolavat zadné nezadouci fyziologické
uc¢inky, sam o sob¢ nebo jeho induktor. Pro induktor je dale pozadovano, aby pro transgen vykazoval
vysokou specifi¢nost, vysokou ucinnost pii nizkych koncentracich a nesmi byt nalezen v cilovych
organismech, a proto jsou slozky pro tyto systémy obvykle odvozeny z neptibuznych druht.

Obr. 1
AC'IV-TO
Tissue specific DNA-  transcription e TATA
promoter bindingd. activation d. operators box

Lacl|ts1n Gal4 k ‘ .‘ Gene of interest '
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|
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1) Opatrné umistéte semenacky (ptiblizné 10-15 kust) z dané Petriho misky do roztoku,
ktery bud’ obsahuje dexametazon nebo kontrolni rozpoustédlo (DMSO).
2) Nechte indukci pokrac¢ovat po dobu 24 hodin na pracovnim stole nebo Vv rostlinném
inkubatoru.
3) Nasledujici den proved’te GUS barveni a analyzu jako v metodé Analyza genové exprese
pomoci transkripéni fuze 1.
4) Pro vypracovani protokolu:
a) Vyhodnot'te vysledky barveni.
b) Popiste vyhody pouzivani indukovatelnych systémi nad konstitutivnimi
promotory.

C
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Transientni exprese v tabaku 1

Infiltrace agrobakterii do lista tabaku Nicotiana benthamiana

Listy tabaku Nicotina benthamiana jsou vhodnym rostlinnym systémem pro transientni expresi
faznich proteint, u kterych chceme studovat jejich vzajemné interakce a lokalizaci uvnitt rostlinné
buriky. K transformaci listu vyuzijeme ptenos T-DNA z Agrobacterium tumefaciens. Studované geny
jsou naklonovany do expresni kazety uvniti T-DNA oblasti binarniho plasmidu a takto piipravené
konstrukty pro expresi fuznich proteint (s 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 stiikacky (bez jehly) vtlacime skrze priduchy na spodni stran¢ listu do mezofylového prostoru.
Nésledné dojde k pfenosu mnoha kopi T-DNA do jadra bunék. Pro transkripci vnesenych gend neni
nutné zaclenéni T-DNA do chromozomi. Pokud pfed infiltraci smichAme kmeny nesouci rtuzné
konstrukty, dojde s velkou pravdépodobnosti k jejich koexpresi, protoze jedna bufika je zpravidla
transformovana mnoha agrobakteriemi soucasné. AvSak Kk dosazeni koordinované exprese dvou
proteinu je vyhodnéjsi spojit je peptidem se samo-§tépicimi se vlastnostmi, jako je napi. 2A peptid
izolovany z FMDV (Samalova et al., 2006, Traffic 7: 1701-1723). Transientni exprese proteinl je
vétSinou velmi silna kvali velkému poctu transkripéné aktivnich kopii T-DNA v jadre, ale béhem
nékolika dnt (3-4) odezni.

Kazda skupina si vezme 2 zkumavky s narostlou agrobakteridlni kulturou podle nasledujiciho
rozpisu:

Skupinal | Skupina?2 Skupina3 | Skupina4 | Skupina5 | Skupina 6
2A 9-3 2A 4-2 2A 3-2 2A 8-3 2A 3-5 2A 2-4
2A 2-4 2A 8-3 2A 3-5 2A 3-2 2A 9-3 2A 4-2

[

2. Centrifugujte zkumavky rychlosti 4000 ot/min po dobu 5 minut.
3. Béhem centrifugace ptipravte 25 ml infiltra¢niho pufru (IB):

Infiltraéni pufr (25 ml)
10x IB 2.5 ml
destilovana voda do 25ml
1M Acetosyringon Sul

— O 0 NN DN A~

. Supernatant odsajte pipetou.
. Pridejte 1 ml pfipraveného IB do bunék a znovu je resuspendujte.

. Centrifugujte zkumavky pii 13000 ot/min po dobu 45-60 s a odsajte supernatant.
. Zopakujte krok promyvani (body 5 a 6).
. Resuspendujte bunky v 1 ml IB.
. Nated'te 1/5 (200 pul bun¢k v 800 ul IB) v kyveté pro spektrofotometr.
0. Zméite ODgg a ptipravte 1 ml smesi ODggo = 0,2 pro infiltraci tabaku.

Pozadované ODgg x 1000 = pul 1/5 ziedéni se piida do 1 ml IB

ODGOO 1/5 ziedéni

. Pfeneste 1,5 ml od kazdé kultury do eppendorfové zkumavky (nezapometite ji oznacit!).
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Infiltrujte suspenze pomoci injekéni stiikacky o objemu 1 ml (bez jehly) pfes spodni stranu listu do
ptipravenych tabakovych rostlin.

Vezméte rostliny do skleniku. Za 2-3 dny proved’te konfokalni mikroskopii epidermis na abaxialni
strang listu (viz metoda Transientni exprese v tabaku 2).
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DEN 2

PRACE S DATABAZEMI A NASTROJI PRO ZPRACOVANI
MOLEKULARNE-BIOLOGICKYCH INFORMACI, IZOLACE
ROSTLINNE DNA, PCR.

Uvod
Nejprve se seznamite s genomickymi databazemi a uzite¢nymi nastroji pro genomiku. Jednou z metod
studia genomu je amplifikace kratkych useki DNA pomoci PCR. V laboratofi si osvojite rychlou
metodu izolace DNA z rostlinného materialu a zalozite nékolik PCR reakci. Amplifikovat budeme
oblast inzerce cizi DNA (transpozonu En-1, dSpm a T-DNA) v genech AHP4, ARR4 a ARR21.

Casovy harmonogram

8:30 DEXAMETAZONEM INDUKOVATELNY TRANSKRIPCN{ AKTIVACNI SYSTEM
(Markéta Samalova), laboratot 334

3. Zahajeni barveni
8:45 Databaze a konstrukce vektorii pro Gateway® klonovani (Jan Skalak)

12:00 OBED

13:00 1ZOLACE DNA A ZALOZENI PCR (Markéta Zd’arsk4), laboratof 334
15:30 ANALYZA GENOVE EXPRESE POMOCI TRANSKRIPCNI FUZE (Jan Hejatko),
laboratof 334

4. Vymeéna etanolu, uloZeni vzorktina 4 °C
15:45 DEXAMETAZONEM INDUKOVATELNY TRANSKRIPCNI AKTIVACNI SYSTEM
(Markéta Samalova), laboratot 334

4. Kontrola GUS barveni/zahajeni odbarvovani
16:00 UKONCEN{ PROGRAMU 2. DNE

Prehled

Analyza genové exprese pomoci transkrip¢ni fuze 2

Odbarvovani preparata pro analyzu genové exprese pomoci transkripéni fuze

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

Databaze a konstrukce vektoru pro Gateway® klonovani

9
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Struéna charakteristika:

Vyhledani genové, proteinové sekvence genu zajmu. Sezndmeni se s dohledavanim dilezitych
informaci vztahujicich se ke genu zajmu. Urceni podobnych genti a nasledna fylogeneticka
analyza vybranych genti. Vyhledavani promotorovych oblasti a analyza vazebnych mist pro
transkrip¢ni faktory. Analyza a zpracovani obrazovych dat.

Databaze:

NCBI — Databaze a nastroje shromazd'ujici genomické a biomedicinské informace
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

EMBL-EBI — Databaze a nastroje shromazd'ujici genomické a biomedicinské informace
https://www.ebi.ac.uk/

TAIR — Databaze shromazd'ujici informace pro praci s Arabidopsis thaliana.
www.arabidopsis.org

UNIPROT - Databaze shromazd'ujici sekvenéni a funkéni informace o proteinech
https://www.uniprot.org/

Nastroje:

ApE (https://jorgensen.biology.utah.edu/wayned/ape) - nastroj pro zpracovani sekvence DNA

SnapGene (https://www.snapgene.com/snapgene-viewer/download/) - nastroj pro ptipravu a
vizualizaci DNA sekvenci

AthaMap — nastroj pro vyhledavani vazebnych mist v promotorové oblasti genti pro Arabidopsis

ttps://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/

Ukoly (piiklad):

1. Vyhledejte jeden bakteridlni a jeden rostlinny gen Glu-6-P izomerazy v databaze Genbank

Vyhledejte geny cheY a cheA u E. coli

3. Vyhledejte gen PHYB (Phytochrome B) u Arabidopsis a urcete nejblizsi ortology u Brassica
napus/rapa/oleracea pomoci algoritmit BLAST a FASTA. Jaka je procentualni identita pro
nalezené ortology s Arabidopsis.

N

Najdeéte tfi rizné regulatory odezvy nebo histidin kinazy u Arabidopsis.
Urcete u libovolného genu v tikolu 4 polohu v genomu Arabidopsis (chromosom, polohu

o ks

10
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Vv publikované sekvenci daného chromosomu).

Pro gen ARR4 (At1g10470) a ARR5 (At3g48100) urcete oblast 1500 bazi v oblasti promotoru
genu. Ukoncete sekvenci na ATG. Analyzujte na pfitomnost vazebnich mist transkripénich
faktorti s GARP vazebnou doménou pomoci hledani v databazi AthaMap. Diskutujte vyskyt
nalezenych transkripcnich faktort.

Srovnejte proteinové sekvence nalezenych transkripénich faktorti z bodu 6. pomoci algoritmu
CLUSTAL Omega a diskutujte nalezena konzervovana mista/aminokyseliny.

11
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Konstrukce vektorii pro Gateway® klonovani

Pro odhaleni funkce genu, jeho c¢asti anebo regulaéni sekvence v DNA je klonovani
nepostradatelnou soucasti genového inzenyrstvi. Technologie klonovani Gateway® umoziuje
rychlou ptipravu vektort s Sirokou Skdlou pouziti. Univerzalnost metody dovoluje kombinovat
tzv. ,.entry* vektory s ,,destinaénimi* vektory pro studium konkrétni sekvence DNA pomoci
rekombinac¢nich sekvenci.

Terminologie:

Klon DNA = soubor identickych molekul (fragmentd, aseki) DNA

Rekombinantni DNA = molekula DNA vytvofena in vitro (spojenim cizorodé DNA s
klonovacim vektorem)

Klonovaci vektor = molekula DNA schopnd pfijmout cizorodou DNA (insert) do svoji
sekvence a umoznit jeji autonomni replikaci v hostitelské (nejcastéji bakterialni) bunice nebo
VIru.

1. Amplifikace DNA fragmenti ohraniceni attb sekvencemi pomoci PCR
Prvnim krokem klonovéani Gateway® je konstrukce entry vektorii. Rekombinujeme sekvenci
zajmu (insert) do entry vektoru (napf. pDONR207/201/atd.) pomoci tzv. BP reakce (viz
schéma). Insert ziskdme pomoci PCR reakce, kde pouzijeme genové specifické primery
(podbarveno Zluté), které jsou ohraniceny attB misty (podbarveno zeleng).

Forward primer:

attB1: GGG GACAAG TTT GTACAAAAAAGCAGG CTHTA (k zachovani tteciho

ramce je mozné pouzit jiné baze, které ovSem nevytvoii stop kodon) + ATG + 18 — 20 bp
specificky primer pro 5” konec genu

Reverse primer:

attB2: GGG GACICACTTT GTAICAAGAAAGETECG GTHG (k zachovani &teciho

ramce je mozné pouzit) + 18 — 24 bp specificky primer pro 3” konec genu (vynechte stop kodon
v ptipadé C-terminalnich fazi)

e T, pro specifické konce primer by mély byt 50 — 60 °C.

e T, pro specifické konce primert by se nemély lisit o 2 °C

e Poslednich 5bp na 3 ’konci primeru by nemélo obsahovat vice jak 2 GC pary

e Vyhnéte se homopolymernim repeticim na 3 'konci primeru (AAA, CCC, TTT, GGG)
2. BP reakce

PCR produkt s attB piesahy se smicha s prazdnym entry vektorem (donor), ktery obsahuje attP mista. BP
klonaza rekombinuje attB insert do attP pozic za vzniku attL. mist.

3. LR reakce:
Entry vektor obsahujici attL mista se v dal$im kroku smiché s destina¢nim vektorem obsahujicim attR
mista. LR klonaza rekombinuje attL mista entry klonl do attR mist destina¢nich vektor = vznikaji opét
attB mista.

12
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BP Reaction
atRf altR2
et a2 —T——
e Byproduct
#ItE1 atrg? BP Clonase
. Gene = — -y anl?
a8 flanked PCR product
oF afE expression clong m
Eniry Clong
s I 25|
LR Reaction a

ccall

Toxie Byproduct

al'fr.? Ll
angl angz

;Emry cmm’;
Expression Ciona

Zdroj: https://blog.addgene.org/plasmids-101-gateway-cloning

LR Clonase

Ukoly:

1. Vytvoite v programu APE (https://jorgensen.biology.utah.edu/wayned/ape) insert s attB
ptesahy — jako insert si vyberte libovolnou sekvenci genu Vaseho zajmu.

2. Provedte BP reakci in silico s poskytnutym donorovym vektorem (pDONR™/Zeo) v
programu APE. Vysledny entry vektor zobrazte v programu SnapGene
(https://www.snapgene.com/snapgene-viewer/download/) a detekujte kliGové oblasti spole¢né
s Vasim genem zajmu.

3. Navrhnéte restrikéni endonukledzy, které by se daly pouzit pro identifikaci pozitivniho klonu
a zobrazte vysledek $tépici reakce jak pro prazdny entry vektor, tak pro vytvoreny vektor s
genem zajmu.

4. Proved’te LR reakci in silico mezi vytvofenym entry vektorem s genem zajmu a poskytnutym
destina¢nim vektorem (pH7WGF2 N-GFP) v programu APE. Vysledny destinacni vektor
zobrazte v programu SnapGene a detekujte klicové oblasti spole¢né s Vasim genem zajmu.

5. Dale v programu SnapGene zobrazte neporuseny otevieny ¢teci ramec. Pokud bude Cteci
ramec poruSeny, za¢néte znovu od bodu jedna a modifikujte attb1 primer dle manualu.

6. Navrhnéte restrikéni endonukledzy, které by se daly pouZit pro identifikaci pozitivnich klond
a zobrazte vysledek $tépici reakce jak pro prazdny destina¢ni vektor, tak pro vytvoreny
destina¢ni vektor s genem zajmu.

13


https://blog.addgene.org/plasmids-101-gateway-cloning
https://jorgensen.biology.utah.edu/wayned/ape
https://www.snapgene.com/snapgene-viewer/download/

N L]

L) JERS
\ 7

.o. pé "74‘_

S )

[ ] ; ?

» 2

}fp &

3STVO SKOLSTV OP Vzdélavani “%r &S
TELOVY { Y pro konkurenceschopnost ANA®

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

TENTO PROJEKT JE SPOLUFINANCOVAN EVROPSKYM SOCIALNIM FONDEM
, A STATNIM ROZPOCTEM CESKE REPUBLIKY
Uvod k praktické ¢asti

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

Prakticka éast

1. lzolace DNA
2. Zalozeni PCR

Genotypovani pomoci PCR 1

Rychla izolace DNA pro PCR

1. Homogenizovat jeden stfedni vymrazeny list vychlazenou sklenénou ty¢inkou v 1,5ml zkumavce

(eppendorfka) ve stojanku.

Pridat 400 pl extrakéniho pufru, vortexovat 5 s a nechat stat pti laboratorni teploté 10 min.

Centrifugovat pfi 14000 otackach 10 min, 4°C.

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

preklopit. Nechat stat 5 min pfi laboratorni teplotg.

Centrifugovat 10 min, 4°C. Odstranit supernatant, DNA vysrazena izopropanolem bude v peletu.

6. Pridat 500 pl 70% etanolu. Centrifugovat pii 14000 otackach 2 min. Odstranit etanol. Nechat
vysusit (SpeedVac, cca 5-10 min; na stole).

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

w N

o1

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

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

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

PCR smés: 10x pufr dNTP priml prim2 Taqpol. templ. DNA H,0 celk. 50 ul

5ul 4ul 1ul 1ul 2 ul 5ul 32 ul
primery AHP4 spec.:  Sim612, Sim799 — 212 bp
primery ARR21 spec.: 16kon, 16new — 340 bp
primery ARR4 spec.:  ARR4N, ARR4S — 137 bp

14
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primer transpozon 8130, Sim 799 — 250 bp
8130, 16new — 390 bp
d11, ARR4N — 195 bp

Navrhnéte vhodnou kombinaci primert a to tak, abyste byli pomoci vysledki PCR reakce schopni
identifikovat inercniho mutanta ve vaSem genu a zjistit, zda se jedna o jedince homozygotniho nebo
heterozygotniho pro danou inzer¢ni alelu.

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

primery templatova DNA
AHP4:
la s
28 s
38 s
da s
ARR21:
b
2b s
3
Abh s
ARRA4:
I s
2C e
3C s
A4C s
Navrhnéte vhodné podminky PCR pro dané reakce:
Cyklus: 94°C ...... s

30 cykla:

94°C ...

58°C

72°C ....s

72°C ....min

4°C

15
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AHP4

~
SIM612% 2

v A 2] ismm

8130\4
dSpm

o =D T A W3

16new

ARR21
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Sablona k protokoliim: Izolace DNA a PCR
Jméno:

Datum:

Uloha:

Cil:

Postup a vysledky:

3 Uved'te zejména, zda jste identifikovali inzeréniho mutanta a zda se jednd o homozygota nebo o heterozygota
pro danou inzer¢ni alelu a pro¢.
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DEN 3
IDENTIFIKACE PCR PRODUKTU V GELU, gPCR METODA

Uvod

PCR produkty rozdélime pomoci elektroforézy v agaré6zovém gelu a piedstavime Si metodu
kvantitativni real-time PCR (qPCR), coZ je moderni technika molekularni biologie umoziujici rychlou,
citlivou a spolehlivou detekci a kvantifikaci specifického tiseku DNA.

Casovy harmonogram

9:00 DEXAMETAZONEM INDUKOVATELNY TRANSKRIPCNI AKTIVACNI SYSTEM
(Markéta Samalova, 334)

Vyména etanolu, ulozeni vzorkti na 4 °C
9:15 TEORETICKY UVOD KE gPCR (Markéta Zd’arska), laboratof 334

9:30 PRIPRAVA AGAROZOVEHO GELU, NAPIPETOVAN{ VZORKU, ELEKTROFOREZA
(skupina 1-3, laboratot 333) / PRIPRAVA KALIBRACNI PRIMKY A VZORKU PRO
ANALYZU POMOCI qPCR (skupina 4-6, laboratof 334, 329) (Markéta Zd’arska)

10:45 PRIPRAVA AGAROZOVEHO GELU, NAPIPETOVANI VZORKU, ELEKTROFOREZA
(skupina 4-6, laboratot 333) / PRIPRAVA KALIBRACNI PRIMKY A VZORKU PRO
ANALYZU POMOCI qPCR (skupina 1-3, laboratof 334, 329) (Markéta Zd’arska)

12:00 IDENTIFIKACE PCR PRODUKTU V AGAROZOVEM GELU (laboratof 333) (Markéta
Zd’arska)

12:30 OBED

14:00 qPCR vyhodnoceni (Markéta Zd’arské)
16:00 UKONCEN{ PROGRAMU 3. DNE

Prehled metod

1. Elektroforéza DNA v agar6zovém gelu
2. Detekce fragmenti v UV svétle
3. gPCR

18
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Genotypovani pomoci PCR 2

Priprava agarozového gelu, elektroforéza PCR produkti a jejich detekce.

1. Piipravit 400 ml 1,5% agarozy v 1x TBE pufru a rozvaftit. Po rozpusténi agardzy pridat
MidoriGreen, ktera bude slouzit k vizualizaci DNA.

2. Pripravit formu pro gel, vsadit hieben a nalit do formy vrstvu tekuté agar6zy 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 (2-Log): 1 [ /g
e vzorky: 10 pul PCR + 2 pl 6x konc. nanaseciho pufru

5. Spustit elektroforézu pii 80 V po dobu 60 min.

Pozorovat prouzky DNA v prochdzejicim UV svétle a vysledek elektroforézy dokumentovat.

Mass [ng) Kilobases
$ "99-
48 g.,o
§g 423

120 3.0
40 20 -
57 15—
45 12-

12 -
3 09~
a1 o8-
2. T
23 06—

24 05~
49 04 -
7 03~
2 g2

81 0=

Délkovy a hmotnostni standard: 2-Log DNA ladder (0,1 — 10,0 kb; 1 Q)
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Analyza genové exprese pomoci PCR

Priprava kalibraéni primky pro qPCR a analvza genové exprese ACC oxidazy

Real-time PCR je zalozena na sledovani prubéhu polymerazové fetézové reakce (PCR) piimo béhem
reakce (tzv. ,,v redlném case') pomoci fluorescenénich sond ¢i barviv, které detekuji mnozstvi PCR
produktu béhem reakce zvySenim své fluorescencni aktivity. Jeji vyhodou oproti konvencni PCR je
moznost piesného stanoveni vychozicho poctu kopii cilové templatové sekvence DNA, ¢ili schopnost
kvantifikace. Real-time PCR se provadi s pomoci pfistroji zvanych cyklery, které umoziuji jak
provadeéni teplotniho cyklovani, tak detekei fluorescence v kazdém cyklu PCR.

Real-time PCR kvantifikace

Pouzivané matematické modely pracuji s hodnotou zvanou Cr (,,threshold cycle"), kterd se rovna cyklu,
kdy amplifika¢ni ktivka ptekro¢i zminény fluorescen¢ni prah umistény do pocatku exponencidlni faze
reakce.

Absolutni kvantifikace, ktera se pouziva napft. pti detekci specifickych mikroorganismi, pfimo uréuje
vychozi pocet kopii cilovych molekul. Je zaloZena na zjiSténi, Ze existuje linearni vztah mezi
logaritmem vychoziho poctu kopii templatové DNA a Cr piislusné amplifikaéni kiivky. Pokud tedy
amplifikujeme vzorek o neznamé koncentraci spole¢né s dilucni sérii standardti o znamé koncentraci,
ziskame kaliba¢ni pfimku (,,standard curve"), ze které lze odeCist vychozi koncentraci neznamého
vzorku.

Relativni kvantifikace, kterd se pouziva ke stanoveni miry genové exprese, zpravidla nevyzaduje
sestrojeni kalibra¢ni piimky. Porovnava se relativni zména genové exprese (relativni expresni pomer)
v testovaném vzorku oproti kontrolnimu vzorku, kterym muize byt napt. mRNA neovlivnénych bunck
a pod. Cr amplifikacni kiivky daného genu se vzdy normalizuje oproti C+ tzv. housekeeping genu.

Pii kvantifikaci mMRNA (méreni genové exprese) se pied vlastni PCR provadi reverzni transkripce -
piepis mRNA do tzv. cDNA (RT), ktera je nasledné amplifikovana pomoci PCR (RT qPCR).

A8l ny=10° : T
3 2 KALIBRACNI PRIMKA
2 (Ng),=10 —
21 (Ng)s= 10 - “standard curve”
] ik =
pe IS
]
N = Ny = vychozi koncentrace
o
£ C; ="threshold cycle”
S drmemrmemenns _ -/ _fuorescengni Fmsmass . : Y
| | préh rs e e e e + - —
[ f | | [
1 1 o [ e R s S L (AR g
e 1 1 | |
1 | | 1 I I
(CYy (Cp, (Cp, potetcykll (C); (Cp, (CYy Ct
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Ptipravte master mix (MM) pro kalibra¢ni pfimku genu Q10/ACOx a k MM vzdy pridejte 4 pl
cDNA nebo neg. kontrolu.

Celkovy objem qPCR mixu pro 1 reakci je 20 pl, ktera obsahuje 16 ul MM a 4 pul cDNA nebo 4 ul
neg. kontroly. Pro kalibra¢ni pfimku si pfipravte cDNA s fedénim 1x, 10x, 100x, 1000x a 10000x.
KaZzdou reakci ptipravte pro danou cDNA 2x ~ 2 technicka opakovani.

MM pro 1 reakci/16 pl (na 1 vzorek cDNA/4 pl)

10 pl Fast SYBR Green Master
0.6 pl primer F

0.6 pl primer R

4.8 ul H,0

cooTe

Pfipravte MM pro .... reakci (.... vzorkii CDNA),

a. ....ul Fast SYBR Green Master
b. ....ulprimer F
C. ....ulprimerR

Pfipravte master mix (MM) pro analyzu exprese genu Q10/ACOXx v danych dvou vzorcich ak MM
vzdy pridejte 4 ul cDNA nebo neg. kontrolu.

Celkovy objem qPCR mixu pro 1 reakci je 20 pl, ktera obsahuje 16 ul MM a 4 pl cDNA nebo 4 pl
neg. kontroly. Kazdou reakci ptipravte pro danou cDNA 3x ~ 3 technicka opakovani.

MM pro 1 reakci/16 pl (na 1 vzorek cDNA/4 pl)

10 pul Fast SYBR Green Master
0.6 pl primer F

0.6 pl primer R

4.8 ul H,0

oo oTw

Ptipravte MM pro .... reakci (.... vzorkti cDNA),

a. ....ul Fast SYBR Green Master
b. ....ulprimer F
C. ....ulprimer R
qPCR analyza pomoci pristroje QIAGEN Rotor-Gene® Q + vyhodnoceni
Cyklus pro QL0/ARRX:
95°C 7 min
.... cyklu:
95°C 15
56°C 30s
72°C 20s
72°C 1 min
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Sablona k protokolim: gPCR

Jméno:

Datum:

Popis vysledki:
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DEN 4

BUNECNE LOKALIZACE PROTEINU

Uvod

Schopnost interagovat s dal$imi proteiny je jednou ze zakladnich charakteristik bilkovin
jakozto zékladniho kamene Zivych organismu. Protein-proteinova interakce je nutnym ptedpokladem i
pro pienos informace v signalnich drahach. Informace se obvykle pfedava v podobé fosfatové skupiny
mezi kindzou a jejim proteinovym substrdtem, ktery je specificky rozpoznavan, anebo je
prostiednictvim protein-proteinové interakce ptimo ovliviiovana aktivita interakéniho partnera. Jednou
z prvnich otazek, které si klademe pii funkéni analyze gen signalnich drah, je ta, se kterymi dal$imi
signalnimi elementy studovany protein interaguje. Dalsi dalezitou otazkou je, ve kterém bunécném
kompartmentu je protein lokalizovan, ptipadné ve kterém bunécném kompartmentu spolu dva proteiny
interaguji. S pouzitim transientni exprese proteintl po infiltraci listi tabaku Nicotiana benthamiana
suspenzi Agrobacterium tumefaciens a s pomoci skenovaci laserové konfokalni mikroskopie, muzeme
tyto otazky zodpoveédét.

Casovy harmonogram

8:30 KONFOKALNI MIKROSKOPIE I, skupiny 1-3 (Markéta Samalov4), laboratof 334
/ ANALYZA GENOVE EXPRESE POMOCI TRANSKRIPCNI FUZE | a DEXAMETAZONEM
INDUKOVATELNY TRANSKRIPCNI AKTIVACNI SYSTEM, skupiny 4-6 (Jan Hejatko)

11:30 OBED

12:30 KONFOKALNI{ MIKROSKOPIE I, skupiny 4-6 (Markéta Samalova), laboratof 334

/ ANALYZA GENOVE EXPRESE POMOCI TRANSKRIPCNI FUZE Il a DEXAMETAZONEM
INDUKOVATELNY TRANSKRIPCNI AKTIVACNI SYSTEM skupiny 1-3 (Jan Hejatko)

15:30 AUTOMATICKA MIKROSKOPIE (Jan Hejatko)

16:00 UKONCEN{ PROGRAMU 4. DNE

Prehled metod

1. Konfokélni mikroskopie
2. Automaticka mikroskopie

Transientni exprese v tabaku 2

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

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

detector

aperture

illuminating (PINHOLE)

aperture

point source |
(laser) |

» dichroic mirror

objective lens

focal plane ‘ ‘ _
specimen

confocal detector

Bunééné lokalizace proteinu

wmn e

N A

Ptipravte si 100 pl pipetu, destilovanou vodu, kryci a podlozni sklic¢ka, ktera popiste.
Na stied podlozniho skli¢ka kapnéte100 ul vody.

Z listu tabaku infiltrovaného v pondéli vysttihnéte ptiblizné ¢tvercovy tvar o plose 1-2 cm? a

umistéte ho na kapku tak, aby spodni strana listu smétovala vzhiru.
Na spodni stranu listu naneste 100 pl kapku vody, ptiklopte krycim sklickem.

Jemnym poklepanim zajistite dosednuti kryciho sklicka a odstranite vzduchové bubliny.

Zpevnéte sklicka k sobé pomoci lepici pasky.
S pfipravenymi preparaty se presuiite ke konfokalnimu mikroskopu.

Pomoci rastrovaci konfokalni mikroskopie sledujte fluorescenéni signal a jeho lokalizaci

uvnitf bunék.
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INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

TENTO PROJEKT JE SPOLUFINANCOVAN EVROPSKYM SOCIALNIM FONDEM
A STATNIM ROZPOCTEM CESKE REPUBLIKY
9. Vyhodnot'te vysledky pozorovani a vypracujte protokol, ve kterém zpracujte vsechny body

uvedené v Sabloné.

Sablona k protokoliim: Analyza bunééné lokalizace pomoci fluorescenénich reportért
Jméno: (uved’te rovnéz Cislo své skupiny):

Datum:

Cil:

Uloha:

Jaké bunééné kompartmenty (zelené and Cervené) vidite na obrazku A-D?
Ktery z 2A konstruktti pouzila vase skupina?
(STNRFP-2A-GFPHpeL, YFP-2A-GFPhpeL, NISRFP-2A-GFPHpeL)

Postup:

Uved'te stru¢ny popis postupu pii infiltraci tabakovych listil (viz. Metoda Transientni exprese v tabaku 1). Pro¢ je soucasti
infiltraéniho média acetosyringon?

Zavér:

Vyhodnot'te interakce a lokalizace proteind, které vase skupina zkoumala a shriite vysledky kolegi z dalsich dvou skupin.
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Analyza genové exprese pomoci transkrip¢ni fize 3 a
Dexametazonem indukovatelny transkrip¢ni aktiva¢ni systém 2

Piiprava preparatu pro automatickou mikroskopii

Proved’te projasnéni odbarvenych semenackt podle nasledujiciho protokolu:

1)

2)
3)
4)
5)
6)
7)

Opatrné odpipetujte 80% etanol a pridejte 1 ml 0,25M HC1/20% MetOH, inkubace 15min pii 53
°C*. Roztok opatrné odsat pipetou.

1 ml 7% NaOH / 60% EtOH, inkubace 15 min pfi rt°. Roztok opatrné odsat pipetou.

1 ml 40% EtOH, 10 min, rt.

Ptidejte 1 ml H,0 = 20% EtOH, 10 min, rt. Roztok odsat.

1 ml 10% EtOH, 10 min, rt.

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

1 ml 50% glycerol.

Analyza genové exprese pomoci transkrip¢ni fuze 4 a
Dexametazonem indukovatelny transkripcni aktivacni systém 3

Automatickd mikroskopie

1)

Vlozte preparaty do automatického mikroskopu a nechte snimat pie noc.
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INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

TENTO PROJEKT JE SPOLUFINANCOVAN EVROPSKYM SOCIALNIM FONDEM

A STATNIM ROZPOCTEM CESKE REPUBLIKY

8:00 ANALYZA GENOVE EXPRESE POMOCI TRANSKRIPCNI FUZE (Jan Hejatko) /

DEXAMETAZONEM INDUKOVATELNY TRANSKRIPCNI AKTIVACNI SYSTEM
5. Vyhodnoceni vysledktl automatické mikroskopie

10:00 kolokvium (C2/2.11)
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