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DEN 1

VYBRANE METODY VYUZIVANE KE STUDIU GENOMU ARABIDOPSIS
THALIANA A K PROVADENI CILENYCH ZMEN, DETEKCE A INTERAKCE
PROTEINU IN VIVO

Uvod
Dopoledni ¢ast bude vénovana analyze aktivity promotor(li pomoci transkripéni fuze a chemicky
indukovatelného transkripéniho aktivaéniho systému. Béhem odpoledni ¢asti probéhne pfiprava
experimentu pro tranzientni expresi proteind v tabdkovych rostlinach vramci detekce interakce
proteinl in vivo.

Casovy harmonogram?

9:15 Sraz v ucebné C02/211

9:20 Zahdjeni seminare (Jan Hejatko), UKB, Kamenice 5, budova C02, mistnost 211

9:30 PRIPRAVA MATERIALU (Jan Hejatko), laborato¥ 334

9:45 ANALYZA GENOVE EXPRESE POMOCI TRANSKRIPCNI FUZE 1 (Jan Hejétko), laboratof 334
Teoreticky Uvod, zahajeni barveni

10:30 DEXAMETAZONEM INDUKOVATELNY TRANSKRIPCNI AKTIVACNI SYSTEM 1 (Jan Hejatko),
laborator 334
Teoreticky Uvod, zahdjeni indukce dexametazonem

11:30 OBED

12:30 ANALYZA GENOVE EXPRESE POMOCI TRANSKRIPCNI FUZE 2 (Jan Hejatko), laborator 334
Kontrola GUS barveni/zahajeni odbarvovani

12:45 DETEKCE INTERAKCE PROTEINU /N VIVO (Jan Skaldk), laborator 334
Infiltrace list( tabaku

14:45 UKONCEN{ PROGRAMU 1. DNE

Pfiprava materialu

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

Prace v laboratofi
e Bezpecnost
e Zdroje vody
o Z3kladni chemikalie
e Odmérovani a pipetovani
e Skladovani
e Odpady a pouZity material
e Sterilizace

! jednotlivé ¢asy se mohou ménit podle potieby a rychlosti zvladnuti jednotlivych metod
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Presvédcte se, Ze mate k dispozici nasledujici chemikdlie a materidly:
e ddH,0 (sterilni, 50ml)
e 70% etanol / 100% etanol
o Spicky/zkumavky (sterilni)
e Pinzetu
e  Barvici pufr a desticky
e Tuzky, fixy, popisovaci ndlepky

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

ANALYZA GENOVE EXPRESE POMOCi TRANSKRIPCNi FUZE

Princip metody

Podstatou metody je pfiprava rekombinantni DNA, sestdvajici z promotoru analyzovaného genu (gen
zajmu, Gene Of Interest, GOI) a genu-zpravodaje (reportérového genu). Tento konstrukt je
transformovan do hostitelského organizmu a nasledné je u jednokopiovych transformant( provedena
analyza casoprostorové specifity aktivity (exprese) reportérového genu. ProtoZe je reportér pod
kontrolou promotoru GOI, lze predpokladat, Ze ve stejnych pletivech/tkanich je aktivni i endogenni
verze GOI (studovany gen zajmu).

ANALYZA GENOVE EXPRESE POMOCI TRANSKRIPCNI FUZE 1

Zahajeni barveni

POSTUP

1) Rozpipetujte si pfipraveny barvici roztok (1 ml) do barvici 12ti jamkové desticky

2) Vlozte pripravené semenacky (cca 10-15 kusd) pomoci jemné pinzety do barviciho pufru
3) Provedte infiltraci v exsikatoru (15 min.)

4) Vloite do termostatu (37 °C).

ANALYZA GENOVE EXPRESE POMOCI TRANSKRIPCNI FUZE 2

POSTUP

1) Provedte kontrolu barveni pomoci stereomikroskopu.

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

Pouzité transgenni linie:

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

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

DEXAMETAZONEM INDUKOVATELNY TRANSKRIPCNi AKTIVACNI SYSTEM

Princip metody

Pouziti chemicky indukovatelnych systému pro expresi transgen( je zasadnim poZzadavkem moderniho
biologického vyzkumu (nejen) rostlin. V naSem experimentu pouzijeme prisné regulovany a vysoce
citlivy genovy expresni systém pOp6/LhGR (Samalova et al., 2005, Plant J 41: 919-935), ktery je
indukovatelny dexametazonem (DEX). Tento systém obsahuje transkripcni aktivator LhGR a
chiméricky promotor pOp, ktery se skldda z lac operdtord naklonovanych pred minimalnim
promotorem CaMV35S. Po indukci se aktivator LhGR navaze na pOp promotor a indukuje z néj expresi
pozadovaného cilového genu (viz obr. 1).

Bylo vyvinuto nékolik chemicky indukovatelnych systém (viz prehled Moore et al., 2006, Plant J 45:
651-683). Aviak pro idedlni systém je zapotiebi fady vlastnosti, jako jsou velmi nizké hladiny bazalni
(neindukované) exprese, vysokad indukovatelnost, specificnost a dynamicky rozsah odezvy vici
induktoru, Zadouci je také rychld odpovéd a indukce rlznymi metodami. Idedini systém by mél
fungovat u nékolika druh( organism( a nemél by vyvolavat Zzadné nezadouci fyziologické ucinky, sam
0 sobé nebo jeho induktor. Pro induktor je ddle poZadovano, aby pro transgen vykazoval vysokou
specificnost, vysokou ucinnost pfi nizkych koncentracich a nesmi byt nalezen v cilovych organismech,
a proto jsou slozky pro tyto systémy obvykle odvozeny z nepribuznych druhd.

AC'IVSTO
Tissue specific DNA-  transcription lac TATA
promoter bindingd. activation d. operators box

Lacl®st) Gal4d k ‘ .‘ Gene of interest '

: |
|
((! df  +DEX ; (! -

Obrazek 1. Schéma mechanismu regulovatelné exprese transgent v systému pOp6/LhGR

C

DEXAMETAZONEM INDUKOVATELNY TRANSKRIPCNi AKTIVACNI SYSTEM 1

Zahajeni indukce dexametazonem

POSTUP
1) Opatrné umistéte semenacky (pfiblizné 10-15 kusu) z dané Petriho misky do roztoku, ktery bud’
obsahuje dexametazon nebo kontrolni rozpoustédlo (DMSO).
a) Napipetujte 2 ml vody do dvou jamek 12ti jamkové desticky
b) Pridejte bud 2 pl zdsobniho roztoku DEX (20 mM/DMSO) nebo DMSO
i) Vysledna pracovni koncentrace je ......
2) Nechte indukci pokracovat po dobu 24 hodin na pracovnim stole nebo v rostlinném inkubatoru.
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DETEKCE INTERAKCE PROTEINU IN VIVO

Princip metody

Schopnost interagovat s dalSimi proteiny je jednou ze zakladnich charakteristik bilkovin jakoZto
zakladniho kamene Zivych organismu. Protein-proteinova interakce je nutnym predpokladem i pro
prenos informace v signalnich drahach. Informace se obvykle prfedavd v podobé fosfatové skupiny
mezi kindzou a jejim proteinovym substratem, ktery je specificky rozpoznavan, anebo je
prostfednictvim protein-proteinové interakce pfimo ovliviiovdna aktivita interakéniho partnera.
Jednou z prvnich otazek, které si klademe pfi funkcni analyze gena signdlnich drah, je ta, se kterymi
dalsimi signdlnimi elementy studovany protein interaguje. Dalsi dllezitou otdzkou je, ve kterém
bunécném kompartmentu je protein lokalizovan, pripadné ve kterém bunééném kompartmentu spolu
dva proteiny interaguji. S pouZitim transientni exprese proteind po infiltraci listd tabaku Nicotiana
benthamiana suspenzi Agrobacterium tumefaciens a s pomoci skenovaci laserové konfokalni
mikroskopie, mliZeme tyto otazky zodpovédét.

V tomto protokolu i) indukujeme nejprve produkci rekombinantnich proteint (translacnich flzi mezi
proteinem, jeho? interakci chceme studovat, s fluorescenénim proteinem) a nasledné budeme ii)
analyzovat jejich interakci in vivo pomoci FLIM-FRET.

DETEKCE INTERAKCE PROTEINU IN VIVO 1

Infiltrace agrobakterii do listu tabaku Nicotiana tabacum L. cv. Petit Havana SR1

Listy tabaku Nicotina tabacum jsou vhodnym rostlinnym systémem pro transientni expresi faznich
protein(, u kterych chceme studovat jejich vzajemné interakce a lokalizaci uvnitf rostlinné buriky. K
transformaci listu vyuZijeme prenos T-DNA z Agrobacterium tumefaciens. Studované geny jsou
naklonovany do expresni kazety uvnitt T-DNA oblasti binarniho plasmidu a takto pfipravené
konstrukty pro expresi fuznich protein (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 strikacky (bez jehly) vtlacime skrze prliduchy na spodni strané listu do mezofylového prostoru.
Nasledné dojde k pfenosu mnoha kopi T-DNA do jadra bunék. Pro transkripci vnesenych genl neni
nutné zaclenéni T-DNA do chromozomu. Pokud pfed infiltraci smichdame kmeny nesouci rdzné
konstrukty, dojde s velkou pravdépodobnosti k jejich koexpresi, protoZe jedna bunka je zpravidla
transformovdna mnoha agrobakteriemi soucasné. Avsak k dosaZzeni koordinované exprese dvou
proteinl je vyhodnéjsi spojit je peptidem se samo-Stépicimi se vlastnostmi, jako je napf. 2A peptid
izolovany z FMDV (Samalova et al., 2006, Traffic 7: 1701-1723). Transientni exprese proteinl je
vétSinou velmi silnd kvali velkému poctu transkripcné aktivnich kopii T-DNA v jadie, ale béhem
nékolika dnt (3-4) odezni.

POSTUP
1) Kazdd skupina si vezme 1 nebo 2 zkumavky s narostlou agrobakteridlni kulturou podle
nasledujiciho rozpisu:

Skupina | Skupina | Skupina | Skupina | Skupina | Skupina | Skupina | Skupina
1 2 3 4 5 6 7 8
AHP3- AHP3- AHP3- AHP3- AHP3M- | AHP3M- | AHP3M- | AHP3M-
GFP GFP GFP GFP GFP GFP GFP GFP




w =
i —

- ARR1- ARR2- | AHK4- |- ARR1- | ARR2- | AHK4-
RFP RFP RFP RFP RFP RFP

2) Preneste 1,5 ml od kazdé kultury do eppendorfové zkumavky (nezapomernte ji oznacit!).
3) Centrifugujte zkumavky rychlosti 4000 ot/min po dobu 5 minut.
4) Béhem centrifugace pfipravte 25 ml infiltraéniho pufru (IB):

Infiltracni pufr (25 ml)

10x IB 2.5ml
destilovana voda do 25ml
1M Acetosyringon 5 ul

5) Supernatant odsajte pipetou.

6) Pridejte 1 ml pfipraveného IB do bunék a znovu je resuspenduijte.

7) Centrifugujte zkumavky pti 13000 ot/min po dobu 45-60 s a odsajte supernatant.
8) Zopakujte krok promyvani (body 5 a 6).

9) Resuspendujte bunky v 1 ml IB.

10) Naredte 1/5 (200 pul bunék v 800 pl IB) v kyveté pro spektrofotometr.

1) Zmérte ODgno a pfipravte 1 ml smési ODggo = 0,2 pro infiltraci tabaku.

Poiadované OD
ODggp

x 200 = VAgr‘obactcrium (-u'!)

Vﬂn{iini = VAgmbacteriumhl (ﬂi) + VAgrobactert’um“Z {#D + VIB (ﬂf) = 1000 'ul‘

2) Infiltrujte suspenze pomoci injekéni stfikacky o objemu 1 ml (bez jehly) pres spodni stranu listu do
pfipravenych tabakovych rostlin.

3) Vezmeéte rostliny do skleniku. Za 2-3 dny provedte konfokalni mikroskopii epidermis na abaxialni
strané listu (viz metoda Transientni exprese v tabaku 2).

DEN 2

PRACE S DATABAZEMI A NASTROJI PRO ZPRACOVANI MOLEKULARNE-
BIOLOGICKYCH INFORMACI, GENOTYPOVANI POMOCI PCR

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

8:30 DEXAMETAZONEM INDUKOVATELNY TRANSKRIPCNI AKTIVACNI SYSTEM 2 (Jan Hejatko),
laboratof 334
Zahdjeni barveni

8:45 DATABAZE A KONSTRUKCE VEKTORU PRO GATEWAY® KLONOVANI (Jan Skalék)
ucebna 121

12:00 OBED

13:00 GENOTYPOVANI POMOCI PCR 1 (Anna Rudolfova, Jifi Rudolf)
laborator 334
Izolace DNA a zalozeni PCR
15:30 ANALYZA GENOVE EXPRESE POMOCI TRANSKRIPCNI FUZE 3 (Jan Hejatko)
laborator 334
Vyména etanolu, uloZeni vzork( na 4 °C
15:45 DEXAMETAZONEM INDUKOVATELNY TRANSKRIPCNI AKTIVACNI SYSTEM 3 (Jan Hejatko),
laborator 334
Kontrola GUS barveni/zahéjeni odbarvovani
16:00 UKONCENi PROGRAMU 2. DNE

DEXAMETAZONEM INDUKOVATELNY TRANSKRIPCNi AKTIVACNI SYSTEM 2

Zahajeni barveni

POSTUP

1) Rozpipetujte si pfipraveny barvici roztok (1 ml) do barvici 12ti jamkové desticky

2) Vlozite pripravené semenacky (cca 10-15 kusl) pomoci jemné pinzety do barviciho pufru
3) Provedte infiltraci v exsikatoru (15 min.)

4) Vlozte do termostatu (37 °C).

DATABAZE A KONSTRUKCE VEKTORU PRO GATEWAY® KLONOVANI

Princip metody

Vyhledani genové, proteinové sekvence genu zajmu. Seznameni se s dohledavanim dilezZitych
informaci vztahujicich se ke genu zajmu. Uréeni podobnych gen( a nasledna fylogeneticka analyza
vybranych gen(. Vyhledavani promotorovych oblasti a analyza vazebnych mist pro transkripéni
faktory. Analyza a zpracovani obrazovych dat.

Databaze

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

EMBL-EBI — Databaze a nastroje shromazdujici genomické a biomedicinské informace
https://www.ebi.ac.uk/
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TAIR — Databdaze shromazdujici informace pro praci s Arabidopsis thaliana.
www.arabidopsis.org

UNIPROT - Databaze shromazdujici sekvencni a funkéni informace o proteinech
https://www.uniprot.org/

Ndastroje

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

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

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

2. Vyhledejte geny cheY a cheA u E. coli

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

4. Najdéte tfi rlizné regulatory odezvy nebo histidin kindzy u Arabidopsis.

5. Urcete u libovolného genu v ukolu 4 polohu v genomu Arabidopsis (chromosom, polohu
v publikované sekvenci daného chromosomu).

6. Progen ARR4 (At1g10470) a ARR5 (At3g48100) urcete oblast 1500 bazi v oblasti promotoru genu.
Ukoncete sekvenci na ATG.

Konstrukce vektor pro Gateway® klonovani

Pro odhaleni funkce genu, jeho ¢asti anebo regulacni sekvence v DNA je klonovani nepostradatelnou
soucasti genového inZenyrstvi. Technologie klonovani Gateway® umoznuje rychlou pripravu vektor( s
Sirokou Skalou poutziti. Univerzalnost metody dovoluje kombinovat tzv. ,entry“ vektory s
,destinacnimi” vektory pro studium konkrétni sekvence DNA pomoci rekombinacnich sekvenci.
Terminologie:

Klon DNA = soubor identickych molekul (fragmentd, Usek’) DNA

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

Klonovaci vektor = molekula DNA schopna pfijmout cizorodou DNA (insert) do svoji sekvence a
umoznit jeji autonomni replikaci v hostitelské (nejc¢astéji bakterialni) burice nebo viru.

1. Amplifikace DNA fragmentul ohraniceni attb sekvencemi pomoci PCR
Prvnim krokem klonovani Gateway® je konstrukce entry vektorl. Rekombinujeme sekvenci zajm{
(insert) do entry vektoru (napf. pDONR207/201/atd.) pomoci tzv. BP reakce (viz schéma). Insert
ziskame pomoci PCR reakce, kde pouZijeme genové specifické primery (podbarveno Zluté), které jsou
ohraniceny attB misty (podbarveno zelené).


http://www.arabidopsis.org/
https://jorgensen.biology.utah.edu/wayned/ape
https://www.snapgene.com/snapgene-viewer/download/
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Forward primer:

attB1: _ (k zachovani cteciho rdmce je mozné poutzit

jiné baze, které ovsem nevytvofi stop kodon) + ATG + 18 — 20 bp specificky primer pro 5" konec genu

Reverse primer:

attB2: _ (k zachovani ¢teciho ramce je mozné poutzit)

+ 18 — 24 bp specificky primer pro 3" konec genu (vynechte stop kodon v pfipadé C-terminalnich fuzi)

Tm pro specifické konce primer( by mély byt 50 — 60 °C.

Tm pro specifické konce primer( by se nemély lisit o 2 °C

Poslednich 5bp na 3’konci primeru by nemélo obsahovat vice jak 2 GC pary
Vyhnéte se homopolymernim repeticim na 3"konci primeru (AAA, CCC, TTT, GGG)

2. BP reakce
PCR produkt s attB presahy se smichd s prazdnym entry vektorem (donor), ktery obsahuje attP mista.
BP klondza rekombinuje attB insert do attP pozic za vzniku attL mist.

3. LRreakce:
Entry vektor obsahujici attL mista se v dalSim kroku smicha s destina¢nim vektorem obsahujicim attR
mista. LR klonaza rekombinuje attL mista entry klon( do attR mist destinacnich vektoru = vznikaji opét
attB mista.

BP Reaction
atR1 aftR2
e m— =
e o
altB? atg2 BP Clonase Gy
- + = a1 + a2
a8 flanked PCR product
of akB expression done m
Eniry Clong
. i) P2
LR Reaction . - 4
altL 1 all 2 aiRT Bt
LR Clonase
— g

aftBi a8

[ Gene | Py
Eniry Clong E Dasfination Vechor
Gene

Obrazek 2. Schéma Gateway® klonovani. Zdroj: https://blog.addgene.org/plasmids-101-gateway-

cloning

Ukoly:

1. Vytvorte v programu ApE (https://jorgensen.biology.utah.edu/wayned/ape) insert s attB presahy
— 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 klicové oblasti spole¢né s Vasim genem zajmu.

3. Navrhnéte restrik¢éni endonukledzy, které by se daly pouZzit pro identifikaci pozitivniho klonu a
zobrazte vysledek Stépici reakce jak pro prazdny donor vektor, tak pro vytvoreny entry vektor s
genem zajmu.



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

4. Provedte LR reakci in silico mezi vytvofenym entry vektorem s genem zajmu a poskytnutym
destinacnim vektorem (pH7WGF2 N-GFP) v programu ApE. Vysledny expresni vektor zobrazte v
programu SnapGene a detekujte klicové oblasti spole¢né s Vasim genem zajmu.

5. Dale v programu SnapGene zobrazte neporuseny otevieny Cteci rdmec mezi fluorescencénim
proteinem a Vasim vybranym proteinem. Pokud bude ¢teci ramec poruseny, zacnéte znovu od
bodu jedna a modifikujte attb1 primer dle manualu.

6. Navrhnéte restrikéni endonukledzy, které by se daly pouZit pro identifikaci pozitivnich klonl a
zobrazte vysledek Stépici reakce jak pro prazdny destinacni vektor, tak pro vytvoreny expresni
vektor s genem zajmu.
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Sablona k protokoltim: DATABAZE A KONSTRUKCE VEKTORU PRO GATEWAY® KLONOVANI

Jméno a Cislo skupiny:
Datum:

Cil:

Postup a vysledky?:

Zaveér

2 PFi tvorbé map vektord pro klonovani zvyraznéte neporuseny &teci rémec mezi fluorescenénim proteinem a
proteinem vaseho zajmu.
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GENOTYPOVANIi POMOCI PCR

Princip metody

Testované linie jsou inzeréni mutanti. Tyto inzerce lze potvrdit pomoci PCR, respektive dvou PCR
reakci. K otestovani jsou potreba tfi primery, dva mimo inzerci a jeden uvnitf inzerce (schéma na konci
ulohy). Prvni PCR reakce amplifikuje s primery mimo inzerci — tato reakce umozniuje odhalit situaci bez
inzerce, tedy genotyp standardniho typu (wild type). Druha reakce vyuZiva primer uvnitf inzertu a
jeden mimo inzerci — tato reakce odhali inzerci v daném misté. Vysledky PCR se zobrazi pomoci
fluorescencni latky (Midori Green) na agarézovém gelu po elektroforetické separaci, coz umoznuje
odhalit, jestli byla PCR reakce Uspésna a jestli ma produkt o¢ekavanou velikost.

7 vz

Uvod k praktické &asti genotypovani

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 zjiSténi jestli se jedna o homo-
nebo heterozygotni stav, vlastni provedeni

7 v

Prakticka cast

1. lzolace DNA
2. ZaloZeni PCR

GENOTYPOVANI POMOCI PCR 1

Rychld izolace DNA pro PCR

POSTUP

1) Homogenizujte jeden stfedni vymrazeny list vychlazenou sklenénou tycinkou v 1,5ml zkumavce
(eppendorfka) ve stojanku.

2) Pridejte 400 ul extrakéniho pufru, vortexujte 5 s a nechte stat pfi laboratorni teploté 10 min.

3) Centrifugujte pfi 14000 otackach 10 min, 4°C.

4) Preneste 300 pl supernatantu do nové 1,5ml zkumavky a pfidejte 300 pl izopropanolu, 4-6 krat
preklopit. Nechte stat 5 min pfi laboratorni teploté.

5) Centrifugujte 10 min, 4°C. Odstrante supernatant, DNA vysraZzend izopropanolem bude v peletu.

6) Pridejte 500 pl 70% etanolu. Centrifugujte pfi 14000 otackach 2 min, odstrarite etanol a nechte
vysusit (SpeedVac, cca 5-10 min, nebo na stole).

7) Pelet rozpustte ve 100 pl sterilni ddH,0. Genomovou DNA uchovavejte na ledu nebo v lednici.

Extrakéni pufr

Tris/HCI (200mM, pH7.5)
NaCl (250mM)

EDTA (25mM)

SDS (0.5%)
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Zalozeni PCR
Do 0.2 ml zkumavek pro PCR napipetovat postupné vodu, pufr, dNTP, templadt, primery a Taq
polymerazu podle schématu:

PCR smés:
10x pufr dNTP Primer 1 Primer 2 | Taq pol. DNA templat | H,O
5ul 4l 1l 1l 2 ul 5wl 32 ul 50 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

Navrhnéte vhodnou kombinaci primerU a to tak, abyste byli pomoci vysledkdl PCR reakce schopni
identifikovat ineréniho mutanta ve vasem genu a zjistit, zda se jedna o jedince homozygotniho nebo
heterozygotniho pro danou inzeréni alelu.

Kombinace primeru pro jednotlivé typy templatl (viz také schéma na nasledujici strané):

primery templatova DNA
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Navrhnéte vhodné podminky PCR pro dané reakce:

3

Teplota Cas Cyklus
Pocatecni denaturace 94 C weeee MiN 1
Denaturace 94 C oo S€K
Anelace 65 C w.r SEK 30
Polymerizace 72C ... SEK
Findlni polymerizace 72C wee. MIN 1
ARR4 a1y

dSpm

-
ATG[
- - -

=

ArRas?
AHP4 s120,
@ En-1 iy
SIM612% o i
ATG U =
D ‘D [ 15”"1/99
ARR21 .

dSpm )
sr [ \”‘j§ qg B =

lﬁncx

-

Obrazek 3. Schéma lokalizace inzerénich mutaci (transpozonii) v analyzovanych genech.
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ANALYZA GENOVE EXPRESE POMOCI TRANSKRIPCNI FUZE 3

Odbarvovani preparatt pro analyzu genové exprese pomoci transkripéni fuze

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

DEXAMETAZONEM INDUKOVATELNY TRANSKRIPCNi AKTIVACNI SYSTEM 3

Kontrola GUS barveni/zahdjeni odbarvovani

POSTUP
1) Pomoci stereomikroskopu zkontrolujte intenzitu GUS barveni
2) Po dosazZeni dostatecné intenzity provedte vyménu barviciho roztoku za 80 % etanol.

14
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Sablona k protokoltm: GENOTYPOVANi POMOCI PCR

Jméno a Cislo skupiny:
Datum:

Cil:

Postup a vysledky:

3 Uvedte zejména, zda jste identifikovali inzeréniho mutanta a zda se jednd o homozygota nebo o heterozygota
pro danou inzer¢ni alelu a proc.

15
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DEN 3

IDENTIFIKACE PCR PRODUKTU V GELU, qPCR METODA

Uvod

PCR produkty rozdélime pomoci elektroforézy v agardézovém gelu a predstavime si metodu
kvantitativni real-time PCR (qPCR), coz je moderni technika molekularni biologie umoznuijici rychlou,
citlivou a spolehlivou detekci a kvantifikaci specifického Useku DNA.

9:00

9:15

9:30

10:45

12:00

12:30

14:00

16:00

Casovy harmonogram

DEXAMETAZONEM INDUKOVATELNY TRANSKRIPCNI AKTIVACNI SYSTEM 4 (Jan Hejatko, 334)
Vymeéna etanolu, uloZeni vzorki na 4 °C

KVANTIFIKACE GENOVE EXPRESE POMOCI qPCR 1 (Lucia Tomovicova), laborator 334
Teoreticky Uvod ke gPCR

GENOTYPOVANI POMOCI PCR 2 (Anna Rudolfova, Jifi Rudolf)
Ptiprava agarézového gelu, elektroforéza PCR produktd a jejich detekce
skupina 1-3, laborator 333

KVANTIFIKACE GENOVE EXPRESE POMOCI qPCR 2 (Lucia Tomovigova)
Ptiprava kalibraéni pfimky pro gPCR a analyza genové exprese LBD29
skupina 4-6, laborator 334/329/215

GENOTYPOVANI POMOCI PCR 2 (Anna Rudolfova, Jifi Rudolf)
Ptiprava agarézového gelu, elektroforéza PCR produktl a jejich detekce
skupina 4-6, laborator 333

KVANTIFIKACE GENOVE EXPRESE POMOCI gPCR 2 (Lucia Tomovicova)
Priprava kalibracni pfimky pro gPCR a analyza genové exprese LBD29
skupina 1-3, laborator 334/329/215

GENOTYPOVANI POMOCI PCR 2 (Anna Rudolfova, Jifi Rudolf)
Identifikace PCR produktl v agarézovém gelu

laborator 333

OBED

KVANTIFIKACE GENOVE EXPRESE POMOCI gPCR 3 (Lucia Tomovicova)
Vyhodnoceni (C02/211)

UKONCENi PROGRAMU 3. DNE

DEXAMETAZONEM INDUKOVATELNY TRANSKRIPCNi AKTIVACNI SYSTEM 4

16
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Odbarvovani preparatt pro analyzu genové exprese pomoci transkripéni fuze

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

GENOTYPOVANI POMOCI PCR 2

Pfiprava agarézového gelu, elektroforéza PCR produktt a jejich detekce

POSTUP

1)

Pfipravte 400 ml 1,5% agardzy v 1x TBE pufru a rozvarte v mikrovinné troubé. Po rozpusténi
agardzy pridejte MidoriGreen, ktera bude slouzit k vizualizaci DNA.

2) Pripravte formu pro gel, vsadte hieben, nalijte do formy vrstvu tekuté agardézy 5 - 8 mm a nechte
ztuhnout.
3) Formu s gelem vloZte do elektroforézové vany, prevrstvéte pufrem a vyjméte hireben.
4) Napipetujte délkovy a hmotnostni standard a vzorky:
e délkovy a hmotnostni standard (2-Log): 1 ug
e vzorky: 10 pl PCR + 2 pl 6x konc. nanaseciho pufru
5) Spustte elektroforézu pfi 80 V po dobu 60 min.
6) Pozorujte prouzky DNA v prochazejicim UV svétle a vysledek elektroforézy dokumentujte.
Mass (ng) Kilobases
'%8=
48 60;
i87
120 3.0~
40 20~
57 15—
45 12-
122 1.0 -
3 09~
3 08—
o
23 06—
124 05~
9 04~
37 03~
2 02-

6 01~

Obrazek 4. Délkovy a hmotnostni standard: 2-Log DNA ladder (0,1 — 10,0 kb; 1 pg)
KVANTIFIKACE GENOVE EXPRESE POMOCI qPCR 1

Princip metody

Real-time PCR je zaloZena na sledovani pribéhu polymerazové retézové reakce (PCR) pfimo béhem
reakce (tzv. ,v realném case") pomoci fluorescenénich sond ¢i barviv, které detekuji mnozstvi PCR
produktu béhem reakce zvySenim své fluorescencni aktivity. Jeji vyhodou oproti konvenéni PCR je
moznost pfesného stanoveni vychoziho poctu kopii cilové templatové sekvence DNA, Cili schopnost
kvantifikace. Real-time PCR se provadi s pomoci pfistroji zvanych cyklery, které umoznuji jak
provadeéni teplotniho cyklovani, tak detekci fluorescence v kazdém cyklu PCR.

Real-time PCR kvantifikace
17
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PouZivané matematické modely pracuji s hodnotou zvanou C; (,,threshold cycle"), ktera se rovna cyklu,
kdy amplifika¢ni kfivka prekroci fluorescencni prah umistény do pocatku exponencialni faze reakce.

Absolutni kvantifikace, ktera se pouZiva napf. pfi detekci specifickych mikroorganismda, pfimo urcuje
vychozi pocet kopii cilovych molekul. Je zaloZena na zjisténi, Ze existuje linedrni vztah mezi logaritmem
vychoziho poctu kopii templatové DNA a C; prislusné amplifikacni kfivky. Pokud tedy amplifikujeme
vzorek o nezndmé koncentraci spolec¢né s dilucni sérii standardli o znamé koncentraci, ziskame
kaliba¢ni pfimku (,,standard curve"), ze které lze odedist vychozi koncentraci nezndmého vzorku.

Relativni kvantifikace, kterd se pouziva ke stanoveni miry genové exprese, zpravidla nevyzaduje
sestrojeni kalibracni pfimky. Porovnava se relativni zména genové exprese (relativni expresni pomér)
v testovaném vzorku oproti kontrolnimu vzorku.

Pti kvantifikaci mMRNA (méreni genové exprese) se pred vlastni PCR provadi reverzni transkripce, tj.
prepis mRNA do tzv. cDNA, ktera je nasledné amplifikovana pomoci gPCR.

2 KALIBRACNI PRIMKA
“standard curve”

Ny = vychozi koncentrace
C; ="threshold cycle”

intenzita fluorescence

fluorescenéni e

| |
| | |
1 1 [ e R R s P UL [ RIS Sy
J | |
| | |

(C), (C), (C); Potetcykid € (©)y ©Cs Ct

Obrazek 5. Schéma prtibéhu gPCR amplifikace pro rizné koncentrace standardu (A) a konstrukce
kalibracni pfimky (B).

Efektivita amplifikace

Efektivita amplifikace je vyznamny parametr qPCR reakce, ktery do velké miry zdavisi na pouzitych
primerech. Vyhodnocovani relativni genové exprese metodou AAC: (viz niZe) predpoklada, Ze
efektivita amplifikace se vSéemi pouZzitymi primery je pfiblizné stejnd. Teoreticky by méla byt hodnota
efektivity rovna 100 %, coZ znamena, Zze mnozstvi produktu se zdvojndsobuje v kazdém cyklu, prakticky
se vSak za akceptovatelné povazuje rozmezi 90-110 %.

Efektivita PCR amplifikace se stanovuje ze sklonu (,,slope) kalibraéni pfimky, a to (1071"°P¢)-1)*100%.
Kalibracni pfimka se sestroji tak, Ze se na osu x nanese hodnota kvantifikacnich cyklG (Ct) a na osu y
hodnota logaritmu koncentrace standardu nebo faktoru redéni.

Relativni kvantifikace metodou AAC; (delta-delta-C;)

Metoda AAC: umoziuje kvantifikovat relativni rozdil genové exprese mezi dvéma vzorky (vétSinou se
jednd o rozdil mezi kontrolnim vzorkem a vzorkem ovlivnénym néjakou latkou, napf. hormonem).
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Podminkou pouZiti této metody je priblizné stejnd efektivita amplifikace referenéniho a testovaného
genu.

Pro ucely tohoto cvi¢eni bude nasim referenénim genem UBC10 (,,Ubiquitin-conjugating enzyme 10“)
a testovanym genem LBD29 (,Lateral organ boundaries-domain 29“). Budeme sledovat expresi obou
genU ve vzorcich z rostlin, které byly po rGzné dlouhou dobu (6-48 hodin) vystaveny rostlinnému
hormonu auxinu (kyselina 1-naftyloctova, NAA). Jako kontrola budou slouZit vzorky z rostlin vystavené
DMSO (organické rozpoustédlo).

Postup porovnani genové exprese mezi dvéma vzorky metodou AAC;:
1) Vypocet AC; v ramci jednotlivych vzorku:

AC; (DMSO) = C; (testovany gen, LBD29) — prGmérné C; (referenéni gen, UBC10)
AC: (NAA) = C; (testovany gen, LBD29) — prlimérné C; (referencni gen, UBC10)

2) Vypocet AAC::
AAC; (DMSO) = AC; (DMSO) — priimérné AC; (DMSO)
AAC: (NAA) = AC; (NAA) — priimérné AC; (DMSO)

3) Stanoveni zmény exprese ve vzorku vystaveném hormonu v porovnani s kontrolou (,fold
change*): 2-42<)
Ve vzorku DMSO: 2-(25Ct{DMSO)
Ve vzorku NAA; 2-(AACHNAA)

Primérnd hodnota 2742% y kontrolnim vzorku (DMSO) by se méla rovnat pfiblizné 1.
Nejvyznamnéjsim vysledkem je prdmérna hodnota 2 4%V ve vzorku NAA, ta mize mit
hodnoty rovné 1 (Zddna zména exprese v porovndni s kontrolou), mensi nez 1 (snizena
exprese ve srovnani s kontrolou), vic nez 1 (zvySena exprese ve srovndni s kontrolou).

KVANTIFIKACE GENOVE EXPRESE POMOCI qPCR 2

Priprava kalibrac¢ni primky pro qPCR a analyza genové exprese LBD29

POSTUP
1) Pripravte master mix (MM) pro kalibracni pfimku genu UBC10 (referenc¢ni gen) a LBD29 (testovany
gen) a k 16 pl MM vzdy pridejte 4 ul cDNA.

Celkovy objem gPCR mixu pro 1 reakci je 20 ul, kterd obsahuje 16 ul MM a 4 ul cDNA. KaZdou
reakci pfipravte pro danou cDNA 2x ~ 2 technicka opakovani.

MM pro 1 reakci (16 pl):

a. 10 pl FastStart SYBR Green Master
b. 0.5 ul primer F (,,forward”)
c
d

0.5 ul primer R (,reverse”)
5 ul H,0

Pripravte MM pro 13 reakci (10 vzorkd, 3 rezerva):
a. ...l FastStart SYBR Green Master
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b. ...ulprimerF (,forward”)
C. ..Ml primerR(,reverse”)
d. ....ulH0

Pro kalibraéni pfimku si pfipravte cDNA s fedénim 10x, 100x, 1.000x a 10.000x a 100.000x:

Zkumavka Redéni Objem vzorku Objem vody
A 10x (1/10) - -

B 100x (1/100) 2 ul ze zkumavky A 18 ul

C 1000x (1/1.000) 2 ul ze zkumavky B 18 ul

D 10000x (1/10.000) 2 ul ze zkumavky C 18 ul

E 1000000x (1/100.000) 2 ul ze zkumavky D 18 ul

Skupina  Vzorky (cDNA) Gen Pozice na desticce
1/4 10x, 100x, 1.000x, 10.000x, 100.000x UBC10 1-10
1/4 10x, 100x, 1.000x, 10.000x, 100.000x LBD29 11-20

2) Pfipravte master mix (MM) pro analyzu exprese genu UBC10 (referenc¢ni gen) a LBD29 (testovany
gen) a k 16 pul MM vzdy pridejte 4 pl 10x fedéné cDNA nebo negativni kontrolu (vodu).

Celkovy objem gPCR mixu pro 1 reakci je 20 pl, kterd obsahuje 16 pul MM a 4 ul cDNA nebo 4 ul
neg. kontroly. KaZzdou reakci pfipravte pro danou cDNA 3x ~ 3 technicka opakovani.

MM pro 1 reakci (16 pl):

10 pl Fast SYBR Green Master
0.5 ul primer F (forward)

0.5 ul primer R (reverse)

5 ul H,0

a0 oo

Pripravte MM pro 16 reakci (12 vzorkd, 1 negativni kontrola, 3 rezerva):

a. ..Ml FastStart SYBR Green Master
b. ...ulprimerF (,forward”)
C. ..Ml primerR(,reverse”)
d .. 1l H20
Skupina Vzorky (cDNA) Gen Pozice na
desticce
2/5 DMSO 6h, NAA 6h, DMSO 12h, NAA 12h UBC10 21-32  +
69 (neg.)
2/5 DMSO 6h, NAA 6h, DMSO 12h, NAA 12h LBD29 33-44 +
70 (neg.)
3/6 DMSO 24h, NAA 24h, DMSO 48h, NAA 48h UBC10 45-56 +
71 (neg.)
3/6 DMSO 24h, NAA 24h, DMSO 48h, NAA 48h LBD29 57-68 +
72 (neg.)

3) qPCR analyza pomoci pfistroje QIAGEN Rotor-Gene® Q.
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Teplota Cas Cyklus
Pocatecni denaturace 95C 10 min 1
Denaturace 95C 15 sek
Anelace 60 C 20 sek 40
Polymerizace 72C 20 sek
Findlni polymerizace 72C 1 min 1

KVANTIFIKACE GENOVE EXPRESE POMOCI qPCR 3

Vyhodnoceni

Ukoly

1. Konstrukce kalibracni pfimky:

a. Do excel dokumentu, ktery obdrzite béhem vyuky zkopirujte hodnoty C; (obé technické
repliky pro kazdy vzorek) pro kazdé redéni cDNA. V tabulce se vam automaticky spocitd
pramérna C; hodnota pro kazdy vzorek a logaritmus hodnoty jednotlivych fedéni. Z téchto
udajli se v pravé casti vykresli graf s linedrni trendovou carou (linedrni regrese), ktery
reprezentuje kalibracni primku.
amplifikace, definovand jako (10717°P¢)-1)*100%.

Priklad:

Ct hodnoty

cDNA Ct1 Ct2 Avg Ct Sample Quantity Log (sample quantity)

10x 19,9 19,85 19,875 0,10000 -1,00
100x 2265 2276 22,705 0,01000 2,00
1.000x 26,95 26,3 26,625 0,00100 -3,00
10.000x | 29,08 29,69 29,385 0,00010 4,00
100.000x 32,71 32,68 32,7 0,00001 -5,00

Slope -0,3086

Efektivita R Squared 0,976

amplifikace - Efficiency (%)

103,50

Log (sample quantity)
s 0w B 5 o
8 8 8 8 8

&
8

Na zakladé jejiho sklonu se dopocita efektivita

y=-0,3086x+5,102
R*=0,9976

Ct

b. Do protokolu zkopirujte obrazky s vysledky kalibraéni pfimky pro referenéni (UBC10) i
testovany gen (LBD29), a zhodnotte vyslednou efektivitu amplifikace. V pfipadé
nepfiznivych vysledkd uvedte faktory, které mohly vysledky ovlivnit.

2. Analyza exprese genu LBD29:
a) Do excel dokumentu, ktery obdrZite b&hem vyuky zkopirujte hodnoty C; (tfi technické
repliky pro kazdy vzorek) pro oba geny. V tabulce se Vam automaticky spocitaji hodnoty

AC:, AAC; a 2742 podle pravidel uvedenych v teoretickém Gvodu cviceni.

Ptiklad analyzy exprese genu LBD29 po 6-hodinové kultivaci v pfitomnosti NAA:
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Ct hodnoty LBD29 Ct hodnoty UBC10
v kontrolnim vzorku v kontrolnim vzorku
(DMSO 6h): (DMSO 6h):

3 technicke repliky 3 technicke repliky

Ct Ct
(testovanmy,  (referencni AACt 24{AACE)
gen: LBD29) gen: UBC10)

SD
(odchylka)

Pramér
2{AACH)

1,01 0,1399818

16,25, 10,213 0,037] 0.97

17.02 3,867 -6,310, 79,34

17,28 4,027] -6,150, 71,01 73,14 54563023

171 4,067| -6,110] 69,07| '7

Ct hodnoty LBD29 Ct hodnoty UBC10 Exprese genu [BD29 se po 6 hodinach
v testovaném vzorku v testovaném vzorku kultivace v piitomnosti NAA zvysila
(NAA 6h): (NAA 6h): pfiblizné 73x ve srovnani s kontrolou
3 technické repliky 3 technické repliky (DMSO 6h).

b) Do protokolu zkopirujte excel tabulku a zhodnotte vysledky. Jak se zménila exprese genu
LBD29 v pritomnosti auxinu v rznych ¢asovych bodech? Do jaké miry je vysledek vaseho
méreni ovlivnén nepfesnym pipetovanim vzorka?

22



MUNI
SCI

Sablona k protokoltim: KVANTIFIKACE GENOVE EXPRESE POMOCI qPCR

Jméno a Cislo skupiny:
Datum:

Cil:

Postup a vysledky*:

4 Do protokolu zejména uvedte: struény popis postupu cvi¢eni a vypracované tkoly uvedené v ¢asti
,KVANTIFIKACE GENOVE EXPRESE POMOCI gPCR 3“.
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Casovy harmonogram

8:30  DETEKCE INTERAKCE PROTEINU IN VIVO 2 (Jan Skalak)
Konfokdlni mikroskopie, FLIM-FRET a bunécna lokalizace proteind
skupina 1-3, laborator 334

ANALYZA GENOVE EXPRESE POMOCI TRANSKRIPCNI FUZE 4 a DEXAMETAZONEM
INDUKOVATELNY TRANSKRIPCNI AKTIVACNI SYSTEM 4 (Jan Hejatko)

Ptiprava preparat(

skupina 4-6, laborator 334

11:30 OBED

12:30 DETEKCE INTERAKCE PROTEINU IN VIVO 2 (Jan Skalak)
Konfokalni mikroskopie, FLIM-FRET a bunécna lokalizace proteint
skupina 4-6, laborator 334

ANALYZA GENOVE EXPRESE POMOCI TRANSKRIPCNi FUZE 4 a DEXAMETAZONEM
INDUKOVATELNY TRANSKRIPCNI AKTIVACNI SYSTEM 4 (Jan Hejatko)

Ptiprava preparatu

skupina 1-3, laborator 334

15:30 ANALYZA GENOVE EXPRESE POMOCI TRANSKRIPCNi FUZE 5 a DEXAMETAZONEM
INDUKOVATELNY TRANSKRIPCNI AKTIVACNI SYSTEM 5 (Jan Hejatko)
Automaticka mikroskopie

laboratof 334/1511

16:00 UKONCENi PROGRAMU 4. DNE

DETEKCE INTERAKCE PROTEINU IN VIVO 2

Rastrovaci (fadkovaci) konfokalni mikroskopie (Confocal Laser Scanning Microscopy, CLSM)

Princip metody

Jedna se mikroskopickou metodu umoZznujici snimat fluorescencni signal s velmi vysokym rozlisenim.
Jako bodového zdroje excitacniho svétla pouzivame lasery o rlzné vinové délce. Laserovy paprsek
prochazi konfokalni clonkou a prostfednictvim objektivu je fokusovan do malého bodu na preparatu,
kde dojde k excitaci fluorescencnich barvicek, nebo proteinli. Emitovana fluorescence prochazi zpét
objektivem a skrze dalsi konfokalni clonku (pinhole) na fotonasobié, kde je svételny signdl preveden
na elektrické impulsy. Konfokalni clonka zajistuje, Ze se na detektor dostane pouze svétlo
z excitovaného bodu v roviné ostrosti pouzitého objektivu. Svétlo pfichazejici z oblasti nad a pod
rovinou ostrosti je clonkou odfiltrovano. Posunu ohniska skrz celé zorné pole objektivu je dosazeno
plynulym pohybem zrcatka skenovaciho zafizeni. ProtoZe rychlost jeho pohybu je mnohem nizsi nez
rychlost svétla, jsme schopni pomoci softwaru zrekonstruovat obraz s vysokym rozliSenim a zobrazit
ho na monitoru pocitace.
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Principe of confocal
detector

confocal detector
aperture

illuminating (PINHOLE)
aperture

point source |
(laser) |

» dichroic mirror

objective lens

focal plane ‘ ‘ _
specimen

Obrazek 6. Princip zobrazovani pomoci fadkovaciho konfokalniho mikroskopu

FLIM-FRET — studium protein-proteinovych interakci

Princip metody

FLIM-FRET (Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy - Forster Resonance Energy Transfer)
predstavuje vysoce specializovanou metodu v oblasti biochemického vyzkumu dynamicky
proteinovych komplexl, umoznujici detailni studium interakci mezi biomolekulami v Zivych burikach.
Tato technika spojuje dvé klicové technologie: mikroskopii sledujici fluorescenci GFP (FLIM) a
rezonancni prenos energie (FRET) mezi donorem a akceptorem. Jedna se o neinvazivni metodu, ktera
poskytuje informace o vzdalenosti a dynamice interakci biomolekul s vysokym prostorovym a ¢asovym
rozliSenim. To z ni ¢ini nepostradatelny ndstroj pro studium signdlnich drah, proteinovych interakci a
bunécénych procest. FRET je zaloZen na prenosu energie mezi dvéma fluorescencnimi proteiny, z nichz
jeden (donor) prenasi energii na druhy (akceptor) bez emise fotonu. Tato interakce je citlivda na
vzddlenost mezi fluorescencnimi proteiny, coZz umozinuje méreni vzdalenosti na molekularni drovni.
FLIM-FRET metoda umoZiuje studovat i heterogenitu bunéénych prostredi.
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Obrazek 7. Jablonského diagram demonstrujici mechanismus Férsterova rezonancniho pfenosu
energie (FRET). Pfi absorpci energie jsou elektrony v donoru i akceptoru excitovany ze zadkladniho
stavu do excitovaného stavu a ztraceji energii jako fluorescence s rychlostni konstantou kf(D) pro
donor nebo kf(A) pro akceptor a nefluorescencni mechanismy knf(D) pro donor a knf(A) pro akceptor.
Pti nefluorescenénim pfenosu energie se excitovana energie donoru ztraci prostfednictvim FRET na

akceptor s rychlostni  konstantou kFRET. Prevzato z Shrestha et al. 2015
(https://www.mdpi.com/1422-0067/16/4/6718).
Protein  Protein Proteins
Donor O/\/\ Acceptor Donor Acceptor
No FRET FRET
Donor: Donor:
Slow Fast R
decay decay

Obrazek 8. Princip detekce protein-protein interakce pomoci FLIM-FRET. Pokud dojde k interakci
mezi dvéma proteiny, prenos energie (FRET) mezi donorem a akceptorem zapficini pokles
fluorescence donoru (GFP). Pfevzato z https://www.becker-hickl.com/applications/fret-imaging/.

Bunééné lokalizace proteint

POSTUP

1)
2)
3)

4)
5)
6)
7)
8)

9)
10)

Pripravte si 100 ul pipetu, destilovanou vodu, kryci a podlozni sklicka, ktera popiste.

Na stfed podloZniho sklicka kdpnétel100 ul vody.

Z listu tabaku infiltrovaného v pondéli vystfihnéte pfiblizné &tvercovy tvar o plose 1-2 cm? a
umistéte ho na kapku tak, aby spodni strana listu smérovala vzharu.

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

Jemnym poklepanim zajistite dosednuti kryciho sklicka a odstranite vzduchové bubliny.

Zpevnéte sklicka k sobé pomoci lepici pasky.

S pfipravenymi preparaty se presunte ke konfokalnimu mikroskopu.

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

Pomoci FLIM-FRET modulu zméfte hodnotu fluorescence GFP (tzv. GFP lifetime)

Vyhodnotte vysledky pozorovani a vypracujte protokol, ve kterém zpracujte vSechny body
uvedené v Sabloné. Hodnoty GFP lifetime si studenti mezi sebou pfedaji a budou diskutovat rozdily
mezi vzorky.
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Ukoly:

1. Uvedte strucny popis postupu pfi infiltraci tabakovych listG (viz. Metoda Transientni exprese v tabaku
1).

2. Vyhodnotte interakce a lokalizace proteind, které vase skupina zkoumala a shrrite vysledky
kolegli z dalSich skupin.

3. Jaké bunécéné kompartmenty vidite pod kanaly GFP a RFP? Pfifadte k nim jednotlivé proteiny
a diskutujte pozorovanou lokalizaci.

4. Porovnejte mezi sebou hodnoty GFP lifetime vsech vzork(: vytvorte tabulku nebo graf a
diskutujte pozorované zmény. Ktera protein-proteinova interakce je dle vaseho pozorovani
nejsilnéjsi a nejslabsi?
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Sablona k protokoltim: DETEKCE INTERAKCE PROTEINU IN VIVO

Jméno a Cislo skupiny:
Datum:

Cil:

Postup:

Zaver:
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ANALYZA GENOVE EXPRESE POMOCIi TRANSKRIPCNi FUZE 4 a DEXAMETAZONEM
INDUKOVATELNY TRANSKRIPCNi AKTIVACNI SYSTEM 4

Pfiprava preparata pro automatickou mikroskopii

POSTUP

Provedte projasnéni odbarvenych semenack(l podle nasledujiciho protokolu:

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

2) 1ml7% NaOH / 60% EtOH, inkubace 15 min pfi rt. Roztok opatrné odsat 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 ml50% glycerolu = 5% EtOH / 25% glycerol, 15-30min, rt (on, 4 2C). Roztok odsat.

7) 1 ml50% glycerol.

Automatickd mikroskopie

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

8:00 ANALYZA GENOVE EXPRESE POMOCI TRANSKRIPCNI FUZE 5 a DEXAMETAZONEM
INDUKOVATELNY TRANSKRIPCNI AKTIVACNI SYSTEM 5 (Jan Hejatko) laborator 1511
Vyhodnoceni vysledkl automatické mikroskopie
skupina 1-3
DETEKCE INTERAKCE PROTEINU /N VIVO 2 (Jan Skalak) laborator 1513
Konfokdlni mikroskopie ~
skupina 4-6

9:00 ANALYZA GENOVE EXPRESE POMOCI TRANSKRIPCNI FUZE 5 a DEXAMETAZONEM
INDUKOVATELNY TRANSKRIPENI AKTIVACNI SYSTEM 5 (Jan Hejatko) laborator 1511
Vyhodnoceni vysledkl automatické mikroskopie
skupina 4-6
DETEKCE INTERAKCE PROTEINU /N VIVO 2 (Jan Skalak) laborator 1513
Konfokalni mikroskopie
skupina 1-3

10:00 Kolokvium (C02/211)

ANALYZA GENOVE EXPRESE POMOCI TRANSKRIPCNi FUZE 5 a DEXAMETAZONEM
INDUKOVATELNY TRANSKRIPCNi AKTIVACNI SYSTEM 5

ukoLy

1) Pomoci schématu (viz obr. 9 nize) identifikujte pletiva-bunécné typy, které jsou pozitivni pro GUS
aktivitu

2) Na zakladé typu reportéru formulujte biologicky relevantni zavér.
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Sablona k protokoltm: ANALYZA GENOVE EXPRESE POMOCI TRANSKRIPCNI FUZE

Jméno a Cislo skupiny:
Datum:

Cil:

Postup a vysledky®:

Do protokolu zejména uvedte: nazev genu analyzovaného promotoru, struény popis principu metody, zda se
podafrilo identifikovat mista specifické aktivity daného promotoru (uvedte strucny vycet barvenych
pletiv/bunéénych typu) a co lze z tohoto vysledku uzavfit, pfip. pro co jej dale poutzit.
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Sablona k protokoltm: DEXAMETAZONEM INDUKOVATELNY TRANSKRIPCNi AKTIVACNI
SYSTEM

Jméno a Cislo skupiny:
Datum:

Cil:

Postup a vysledky®:

Zaver:

6 Do protokolu zejména uvedte: struény popis principu metody a popiste i) lokalizaci aktivace transgenu a ii)
vyhody pouZivani indukovatelnych systém ve srovnani s konstitutivnimi promotory.
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