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INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

TENTO PROJEKT JE SPOLUFINANCOVAN EVROPSKYM SOCIALNIM FONDEM

A STATNIM ROZPOCTEM CESKE REPUBLIKY

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

Uvod

Dopoledni ¢ast bude vénovana analyze aktivity promotord pomoci transkripéni flize a
chemicky indukovatelného transkripcniho aktivac¢niho systému a dale praktickému osvojeni softwaru
pro design sekvence oligonukleotidi OLIGO 6 vcetné navrzeni sekvence PCR primert. Odpoledni
cast zahrne vlastni syntézu, purifikaci a kontrolu kvality PCR primer a pfipravu experimentu pro
tranzientni expresi proteind v tabakovych rostlinach.

Casovy harmonogram!
7:45 Sraz v ucCebné A2/1.21
7:50 Zahajeni seminafe (Jan Hejatko), UKB, Kamenice 5, budova A2, mistnost 1.21
8:00 PRIPRAVA MATERIALU (Jan Hejatko), laboratof 334
8:15 ANALYZA GENOVE EXPRESE POMOCI TRANSKRIPCNI FUZE (Jan Hejatko)
1. Teoreticky tvod
2. Zahajeni barveni
9:00 DEXAMETAZONEM INDUKOVATELNY TRANSKRIPCNI AKTIVACNI SYSTEM
(Markéta Samalova), laboratoi 334
1. Teoreticky uvod
2. Zahajeni indukce dexametazonem
10:05 DESIGN SEKVENCE PCR PRIMERU (Hana Kone&n4), mistnost 1.21
11:00 Kontrola barveni
11:15 DESIGN SEKVENCE PCR PRIMERU (Hana Koneéna), mistnost 1.21
11:45 ANALYZA GENOVE EXPRESE POMOCI TRANSKRIPCNI FUZE
3. Kontrola GUS barveni/zahajeni odbarvovani

11:45-12:45 OBED

12:45 SYNTEZA OLIGONUKLEOTIDU (Hana Koneénd), Centralni laboratot 342

14:00 ANALYZA BUNECNE LOKALIZACE PROTEINU (Markéta Samalova), laboratof 334
Infiltrace list tabaku

16:00 UKONCENI PROGRAMU 1. DNE

! jednotlivé ¢asy se mohou ménit podle potieby a rychlosti zvladnuti jednotlivych metod
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Priprava materialu

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

Prace v laboratofi

e Bezpec€nost
Zdroje vody
Zakladni chemikalie
Odméiovani a pipetovani
Skladovani
Odpady a pouzity material
Sterilizace

Presvédcte se, Ze mate k dispozici nasledujici chemikéalie a materialy:
ddH»O (sterilni, 50ml)

70% etanol / 100% etanol

Spi¢ky/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

Metoda 1A

Analvza aktivity promotoru pomoci transkrip¢ni fuze s reportérovvm genem uidA4 (GUS)

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

2) Vlozte pripravené 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) Vymeéite etanol a opét nechte odbarvovat (2. den, ttery).

8) Proved'te projasnovani semenacka (4. den, Ctvrtek).

9) Opatrné preneste projasnéné semenacky na sklicka a pfipravte preparaty pro automatickou
mikroskopii (4. den, ctvrtek).

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

11) Vyhodnoceni vysledkti barveni (5. den, patek).
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Pouzité transgenni linie:
ProCYCBI1:GUS (sk. 1+4)
ProARRS:GUS (sk. 2+5)
ProAHK4:GUS (sk. 3+6)

Slozeni barviciho roztoku:

X-Glc 0,01% (wW/v)
Triton X100 0,1% (v/v)
Pi pufr, pH 6,9 0,1IM
Ks[Fe(CN)s]/ Ka[Fe(CN)s] 0.5 mM
X-Glc

—navazuje se rano pied cvicenim
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 NaH,PO4.H20 v 100 ml H20
komponenta B - 8,889 g Na,HPQ4.2H,0O v 100 ml H20

Q
/QANA g‘&

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)¢] + 2,112 g Ka[Fe(CN)s] + 50 ml H20 =50 mM zasobni roztok
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Schéma nejdulezitéjSich morfologickych a anatomickych ¢asti semenacku Arabidopsis
thaliana.

PRAVE LISTY

.~ DELOZNI LISTKY (KOTYLEDONY)

APIKALNI MERISTEM PRYTU

KORENOVE VLASKY

ho
\"'~“.

BOCNI (LATERALNI) KORENY

N

KORENOVA SPICKA

'CEVNI’PLETIVA ‘EPIDERMIS' § )

@ PERICYKL 0 Eg;g&wm KORENOVA

0 ENDODERMIS = KLIDQVE CENTRUM A
INICIALY

= KORTEX T KOLUMELA
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Sablona k protokoliim: Analyza aktivity promotoru pomoci transkripéni fiize? a
dexametazonem indukovatelny transkripéni aktivaéni systém.

Jméno:
Datum:
Uloha:

Cil:

Postup a vysledky:

Zavér:

2 Do protokolu zejména uved’te: nizev genu analyzovaného promotoru, struény popis principu metody, zda se
podaftilo identifikovat mista specifické aktivity daného promotoru (uved’te struény vycet barvenych pletiv) a co
1ze z tohoto vysledku uzavfit, ptip. pro co jej dale pouzit.
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Metoda 1B

Dexametazonem indukovatelny transkripéni aktivaéni systém

Pouziti chemicky indukovatelnych systémt pro expresi transgentl je zasadnim pozadavkem
moderniho biologického vyzkumu (nejen) rostlin. V naSem experimentu pouzijeme piisné regulovany
a vysoce citlivy genovy expresni systém pOp6/LhGR (Samalova et al., 2005, Plant J 41: 919-935),
ktery je indukovatelny dexametazonem. Tento systém obsahuje transkripcni aktivator LhGR a
chiméricky promotor pOp, ktery se skladd z lac operatorG naklonovanych pied minimalnim
promotorem CaMV35S. Po indukci se aktivator LhGR navaze na pOp promotor a indukuje z ng¢j
expresi pozadovaného cilového genu (viz obr. 1).

Bylo vyvinuto nékolik chemicky indukovatelnych systémi (viz ptehled 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 viaci induktoru, zadouci je také rychla odpovéd’ a indukce rdznymi metodami. Idedlni systém
by mél fungovat u nékolika druhti organismt a nemél by vyvolavat zadné nezadouci fyziologické
ucinky, 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 nepiibuznych druht.

Obr. 1
ACIIVTO
Tissue specific DNA-  transcription lac  TATA
promoter bindingd. activation d. operators box

Lac|®st7) Gal4 k ‘ . ‘ Gene of interest |'|
l | :
1) Opatrn(mstétc semenac (pfibliiﬁ 10-15 kusi) z dané Pqgiiho misky do roztoku,

ktery bud’ obsahuje dexameta®n nebo ntrornPB%pouﬁédlo ( SS())
2) Nechte indukci pokra( 0 dobuZ4trodmrmapracovim (© e ®™bo v rostlinném

inkubatoru.
3) Nasledujici den proved’te GUS barveni a analyzu jako v metod¢ 1A.
4) Pro vypracovani protokolu:
a) Vyhodnotte vysledky barveni.
b) Popiste vyhody pouzivani indukovatelnych systémt nad konstitutivnimi
promotory.

Metoda 1C

Infiltrace agrobakterii do listu tabaku Nicotiana benthamiana
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Listy tabaku Nicotina benthamiana jsou vhodnym rostlinnym systémem pro transientni expresi

faznich proteinti, u kterych chceme studovat jejich vzajemné interakce a lokalizaci uvniti rostlinné
buiiky. K transformaci listu vyuzijeme pienos T-DNA z Agrobacterium tumefaciens. Studované geny
jsou naklonovany do expresni kazety uvniti T-DNA oblasti binarniho plasmidu a takto pfipravené
konstrukty pro expresi fuznich proteini (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 strané listu do mezofylového
prostoru. Nasledn¢ dojde k pfenosu mnoha kopi T-DNA do jadra bunék. Pro transkripci vnesenych
gent neni nutné za¢lenéni T-DNA do chromozomt. Pokud pfed infiltraci smichame kmeny nesouci
ruzné konstrukty, dojde s velkou pravdépodobnosti k jejich koexpresi, protoze jedna bunka je
zpravidla transformovana mnoha agrobakteriemi soucasné. AvSak k dosazeni koordinované exprese
dvou proteind je vyhodng&jsi spojit je peptidem se samo-$t€picimi se vlastnostmi, jako je napf. 2A
peptid izolovany z FMDYV (Samalova et al., 2006, Traffic 7: 1701-1723). Transientni exprese proteinti
je vétsinou velmi silna kvili velkému poctu transkripcné aktivnich kopii T-DNA v jadie, ale béhem
nékolika dnti (3-4) odezni.

Kazda skupina si vezme 2 zkumavky s narostlou agrobakterialni kulturou podle néasledujiciho
rozpisu:

Skupina 1 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

[a——

. Pfeneste 1,5 ml od kazdé kultury do eppendorfové zkumavky (nezapomeiite ji oznadit!).
2. Centrifugujte zkumavky rychlosti 4000 ot/min po dobu 5 minut.
3. Béhem centrifugace pfipravte 25 ml infiltracniho pufru (IB):

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

. Supernatant odsajte pipetou.

. Pridejte 1 ml ptipraveného IB do bunck a znovu je resuspendujte.

. Centrifugujte zkumavky pti 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 pl bunék v 800 ul IB) v kyveté pro spektrofotometr.

0. Zméite ODgo a ptipravte 1 ml smési ODgoo = 0,2 pro infiltraci tabaku.

— O 00 3N L K~

Pozadované ODggo x 1000 = pl 1/5 zfedéni se ptida do 1 ml IB
ODsoo 1/5 ziedéni

Infiltrujte suspenze pomoci injekéni stiikacky o objemu 1 ml (bez jehly) pies spodni stranu listu do
pripravenych tabakovych rostlin.
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Vezméte rostliny do skleniku. Za 2-3 dny proved’te konfokalni mikroskopii epidermis na abaxidlni

strané listu (viz metoda 4A).

Metoda 1D

Urceni optimalni sekvence PCR primeru na zakladé useku DNA z Arabidopsis thaliana pomoci
programu OLIGO 7

Praktické seznameni se zakladnimi pojmy a menu na pocitaci

Aktualni oligo. Typy primerit (forward, reverse). Volna energie. Dimer versus duplex. Interni
stabilita. Vlasenky. U¢innost primeru. Terminalni stabilita. Teplota tani Tm. VloZeni sekvence tseku
DNA z Arabidopsis thaliana do databaze. Specifikace parametrti navrhované dvojice primerd, vybér
optimalni dvojice pro PCR amplifikaci studovaného tiseku DNA. Finalni vystup v ti§téné podobé
priloZzte k protokolu.

Syntéza PCR primeru na syntetizatoru Expedite 8909

Vlozeni sekvence primeru do databaze. Vytisk Volba parametrii syntézy (ON vs. OFF, rozsah
syntézy), volba vhodné kolony, vlastni syntéza. Sledovani ucinnosti jednotlivych krokd syntézy
(vytisk histogramu priloZzte k protokolu). Odstépeni produktu z kolonky amoniolyzou. Tepelna
deprotekce. Vakuové suseni v koncentraénim systému Speedvac.

Purifikace primeru: Odsoleni gelovou filtraci na molekulovém situ

Odstranéni nizkomolekularnich necistot se provadi etanolovou precipitaci nebo gelovou
filtraci na kolonce Sephadexu G-25. Pokud je pro nékteré aplikace nutné odstranit kratsi
nedosyntetizované fetézce (napf. pro antisense hybridizace), pouziva se purifikace na OPC

Vv

¢isténi je HPLC.

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

VysuSeny vzorek primeru rozpustime v 50 pl deionizované vody. Kratce nechame stat,
protfepeme pfip. asi na minutu zahfejeme na 65 °C a nakonec kratce zcentrifugujeme.

Hydratace kolonky CENTRI-SPIN 10

Sklepat suchy gel do spodni ¢asti kolonky, oteviit horni zatku a nanést 650 ul deionizované
vody, zaviit a asi 5 s tfepat na vortexu. Poklepanim se jesté zbavit poslednich bublin. Poté nejméné 30
min nechat pfi pokojové teploté probihat hydrataci Sephadexu. Otevfit horni i spodni zatku kolonky a
tuto vlozit do pfipravené mikrozkumavky bez vicka (wash-tube). Centrifugovat 2 min pii 750g
(odpovida 2700 otackdm na centrifuze Eppendorf 5415C). Po skonceni centrifugace je v
mikrozkumavce voda, tj. odpad. Osusime posledni kapky na kolonce. Ta je nyni pfipravena k vlastni
aplikaci vzorku, ktera by méla probéhnout béhem nékolika minut po skonceni hydratace.
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Vlastni odsoleni vzorku

Kolonku vlozte do mikrozkumavky s vickem, vicko oznaéte Cislem skupiny (sample-tube) a
opatrn¢é do centra gelu po kapkach naneste automatickou pipetou predem 50ul ptipraveného vzorku.
Nasleduje centrifugace 2 min pii 750g (2700 otackach). Po skonceni centrifugace pridejte
k odsolenému primeru v mikrozkumavce 950 ul deionizované vody, protiepte. Ve stojanku je
pripravena jedna mikrozkumavka oznacena na vicku UV (pro méieni vytézku) obsahujici ....... ul
vody a jedna prazdnd oznaéena QC (pro chromatografickou kontrolu kvality). Do UV
mikrozkumavky ptidejte ...... pl odsoleného primeru na méfeni absorbance a do QC mikrozkumavky
napipetujte 50 ul odsoleného primeru.

Urceni vytézku.

Stanoveni absorbance ziedéného vzorku méfenim pti 260 nm (spektrofotometr HELIOS).
Definice jednotky OD. Vypocet vytézku syntézy v jednotkach OD a pfevody do jinych jednotek.
Vypoctéte, vjakém objemu vody je tieba rozpustit vytézek, abyste dostali zasobni roztok o
koncentraci 500 uM. Vytisk protokolu o syntéze s doplnénym vytéZkem surového a odsoleného
produktu ptiloZte k protokolu ze cviceni.

Kontrola kvality.

Chromatografie na ionexovém perfiznim sorbentu Poros HQ 10 (Applied Biosystems).
Stru¢né seznameni s vyhodami perfuzni chromatografie na pfistroji BioCAD 700E (Applied
Biosystems). Vybér vhodné kolony a vhodné analytické metody. Manualni nasttik 20 pl surového a
odsoleného PCR primeru. Porovnani chromatogramti. Vytisk obou chromatogrami ve zvoleném
modu (Tile, Overlay) piiloZte k protokolu.

Ukoly
Dopliite nasledujici protokol — pouze jeden pro dvojici
PROTOKOL

Cislo skupiny:
Jména:
Datum:

Uloha: SYNTEZA A PURIFIKACE OLIGONUKLEOTIDU

Cil: Seznamit se se soucasnymi moznostmi pii automatické syntéze oligonukleotidd, s dostupnymi
modifikacemi a aplikacemi. Porozumét zakladnim zdsadam pro navrhovani PCR primeru. Pochopit
zakladni princip syntézy oligonukleotidu a umét se zorientovat v jednotkach, ve kterych se vyjadiuje
vytézek. Umét vysvétlit zdkladni rozdil v Cistoté produktu po jednotlivych typech purifikaci.

Navrh sekvence primeru
Ptilozte vystup ze software OLIGO 7, primery oznacte Cislem skupiny, struén€ zhodnot'te kvalitu
nalezenych primerd.
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Syntéza
PriloZte histogram ze syntézy a protokol ze syntézy s doplnénym vytézkem vyjadifenym v jednotkach
OD, ug a v jednotce molarni koncentrace. Uved’te vypocet objemu nutného pro ptipravu zasobniho
roztoku primeru o koncentraci 500 uM.

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

ROZ§1f'll]iCi literatura dostupna v Centralni laboratofi

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

Aktualni verze ,,OLIGO®, Primer Analysis Software. User Manual. Version 7, MBI, 2008.

PCR Primer, A Laboratory Manual. Carl W. Dieffenbach, Gabriela S. Dveksler, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 2nd edition, 2003.
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DEN 2

[ZOLACE ROSTLINNE DNA, PCR, PRACE S DATABAZEMI A
NASTROIJI PRO ZPRACOVANI MOLEKULARNE-
BIOLOGICKYCH INFORMACI

Uvod
Jednou z metod studia genomu je amplifikace kratkych usek DNA pomoci PCR. V laboratofi si
osvojite rychlou metodu izolace DNA zrostlinného 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. Také se seznamite s genomickymi databdzemi a uziteCnymi nastroji pro
genomiku.

Casovy harmonogram

8:30 DEXAMETAZONEM INDUKOVATELNY TRANSKRIPCN{ AKTIVACNI SYSTEM
(Markéta Samalova), laboratoi 334
3. Zahajeni barveni
8:45 IZOLACE DNA (Markéta Zd’arska), laboratof 334
10:00 DATABAZE (Jan Skalak)

12:00 OBED

13:00 ZALOZENI PCR (Markéta Zd'arska), laboratof 334
14:00 DATABAZE-dokonéeni (Jan Skalak)
15:30 ANALYZA GENOVE EXPRESE POMOCI TRANSKRIPCNI FUZE (Jan Hejatko),
laborator 334
4. Vymeéna etanolu, ulozeni vzorkti na 4 °C
15:45 DEXAMETAZONEM INDUKOVATELNY TRANSKRIPCNI AKTIVACNI SYSTEM
(Markéta Samalova), laboratof 334
4. Kontrola GUS barveni/zahajeni odbarvovani
16:00 UKONCENI PROGRAMU 2. DNE

Prehled

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

11
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Prakticka ¢ast

1. Izolace DNA
2. Zalozeni PCR

Metoda 2A

Odbarvovani preparati pro analyzu genové exprese pomoci transkripéni fuze

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

Metoda 2B

Rychla izolace DNA pro PCR

1. Homogenizovat jeden stiedni vymrazeny list vychlazenou sklenénou ty¢inkou v 1,5ml zkumavce
(eppendorfka) ve stojanku.

2. Ptidat 400 pl extrakéniho pufru, vortexovat 5 s a nechat stat pii laboratorni teplot€¢ 10 min.

Centrifugovat pti 14000 otackach 10 min, 4°C.

4. Prenést 300 pl supernatantu do nové 1,5ml zkumavky a ptidat 300 ul izopropanolu, 4-6 krat
preklopit. Nechat stat 5 min pfi laboratorni teploté.

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

6. Ptidat 500 pl 70% etanolu. Centrifugovat pti 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.

|98)

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, ANTP, templat, primery a Taq
polymerazu podle schématu:

PCR smés: 10x pufr dNTP priml prim2 Taqpol. templ. DNA H,O celk. 50 ul
Sul 4 ul 1ul 1ul 2ul S5ul 32ul

12
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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 primert a to tak, abyste byli pomoci vysledki PCR reakce schopni
identifikovat ineréniho mutanta ve vaSem genu a zjistit, zda se jedna o jedince homozygotniho nebo
heterozygotniho pro danou inzeréni alelu.

Kombinace primerti pro jednotlivé typy templatd (viz také schéma na nésledujici stran¢):

primery templatova DNA
AHP4:
la s e,
28 i
T
da s

ARR21:

Ib
2b s
3b s
4b s

ARR4:

IC s i,
2C s
30 s
AC

Na zaklad¢ prilozenych vysledkii analyzy pouzitych primerti pomoci programu Oligo 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 o

13
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ARR4 N
dSprn

-— -

B ARRd N
o peeea
ATG : —
|| “ " i

ARR‘IS/-

AHP4 8130
En-1

ey '

ARR21 e
dSpm

lﬁl-mn
sro A ,/ 5 T

lﬁl"lE'i'i'

.~

SIM79%

Metoda 2C

Stru¢na charakteristika:

Vyhledani genové, proteinové sekvence genu zdjmu. Seznameni se s dohledavanim
dilezitych informaci vztahujicich se ke genu z&jmu. Urceni podobnych genli a nésledna
fylogenetickd analyza vybranych gent. Vyhledavani promotorovych oblasti a analyza
vazebnych mist pro transkripéni 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/

14
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TAIR — Databaze shromazd'ujici informace pro praci s Arabidopsis thaliana.
www.arabidopsis.org

Genevestigator — Databaze shromazd'ujici informace o expresi genti u rostlin a v biomedicinské praxi
https://genevestigator.com/gv/index.jsp

Nastroje:
Omic tools - Databaze bioinformatickych nastroji pro genomiku

https://omictools.com/genomics2-category

Plant Image Analysis — Databaze nastroju pro zobrazovaci analyzu rostlin
http://plant-image-analysis.org/

Alibaba2 (Transfac) — nastroj pro vyhledavani vazebnych mist v promotorové oblasti gent
http://www.gene-regulation.com/login

ImageJ — Nastroj s Sirokym vyuzitim pro manualni a zautomatizovanou analyza a zpracovani
obrazovych dat na pozadi Java

https://imagej.nih.gov/ij/index.html

Ukoly (priklad):

Vyhledejte jeden bakterialni a jeden rostlinny gen Glu-6-P izomerazy v databaze Genbank

Vyhledejte geny cheY a cheA u E. coli

Urcete nejbliz§i homolog cheY (E. coli) u Arabidopsis pomoci algoritmi BLAST a FASTA.

Najdéte tfi rizné regulatory odezvy nebo histidin kinazy u Arabidopsis.

Urcete u libovolného genu v tikkolu 4 polohu v genomu Arabidopsis (chromosom, polohu

v publikované sekvenci daného chromosomu).

6. Vyberte si jeden gen z ukolu 4 a urcete oblast 1000 bazi v oblasti promotoru genu. Ukoncete
sekvenci na ATG. Analyzujte na pfitomnost vazebnich mist transkripénich faktorti pomoci
hledani v databazi TRANSFAC.

7. Srovnejte libovolné sekvence z Arabidopsis s homologii vét$i nez 30% a mensi nez 100% pomoci
algoritmu CLUSTAL Omega.

8. Vyhledejte nejméné jednu EST sekvenci Glu-6-P izomerdzy (hledani homologie nebo podle

kli¢ového slova).

Nk W=

15



N o

-
** * ** .. .Qé\\IERSI]:Y‘P.
* * . & o
* * & 2
* 4 * ) , A &
MINISTERSTVO SKOLSTVI, OP Vzdélavani 4

’ % O
EVROPSKA UNIE U MLADEZE A TELOVYCHOVY pro konkurenceschopnost ZANABS

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

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

Sablona k protokolim: Izolace DNA a PCR
Jméno:

Datum:

Uloha:

Cil:

Postup a vysledky:

3 Uved'te zejména, zda jste identifikovali inzeréniho mutanta a zda se jedna o homozygota nebo o heterozygota
pro danou inzer¢ni alelu a pro¢.

16
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DEN 3

IDENTIFIKACE PCR PRODUKTU V GELU, gPCR METODA
Uvod

PCR produkty rozdélime pomoci elektroforézy v agarézovém 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 useku 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 qPCR (Markéta Zd'arska), laboratot 334

9:30 PRIPRAVA AGAROZOVEHO GELU, NAPIPETOVANI VZORKU, ELEKTROFOREZA
(skupina 1-3, laboratof 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, laboratof 333) / PRIPRAVA KALIBRACNI PRIMKY A VZORKU PRO
ANALYZU POMOCI qPCR (skupina 1-3, laboratof 334, 329) (Markéta Zd'arské)

12:00 IDENTIFIKACE PCR PRODUKTU V AGAROZOVEM GELU (laboratof 333) (Markéta
Zdarska)

12:30 OBED

14:00 qPCR vyhodnoceni (Markéta Zd’arska)
16:00 UKONCENI PROGRAMU 3. DNE

Prehled metod

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

17
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Metoda 3A

Priprava agarozového gelu, elektroforéza PCR produktu a jejich detekce.

1. Pfipravit 400 ml 1,5% agarézy v 1x TBE pufru a rozvafit. Po rozpusténi agarozy pridat
MidoriGreen, ktera bude slouzit k vizualizaci DNA.

2. Ptipravit formu pro gel, vsadit hifeben a nalit do formy vrstvu tekuté agardézy 5 - 8 mm.
Nechat ztuhnout.

3. Formu s gelem vlozit do elektroforézové vany, zalit pufrem a vyjmout hreben.

4. Napipetovat délkovy a hmotnostni standard a vzorky:
e délkovy a hmotnostni standard (2-Log): 1 pg
e vzorky: 10 pul PCR + 2 ul 6x konc. nanaseciho pufru

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

Pozorovat prouzky DNA v prochéazejicim UV svétle a vysledek elektroforézy dokumentovat.
Mass [ng) Kilobases

48 60 4
43 507
3 a0’}
120 3.0~}
0 20~
57 15-
45 19~
7 10
3 08—
n 08—
7 07~
2 06-
124 05~
49 04~
7 05—
2  02-]
B1 o=

Délkovy a hmotnostni standard: 2-Log DNA ladder (0,1 — 10,0 kb; 1 ug)

18
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Metoda 3B

Priprava Kalibracni primky pro qPCR a analvza genové exprese ARRS

Real-time PCR je zaloZena na sledovani pribéhu polymerazové retézové reakce (PCR) pfimo béhem
reakce (#zv. ,,v realném 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 piistroji zvanych cyklery, které umoziuji jak
provadéni teplotniho cyklovani, tak detekei fluorescence v kazdém cyklu PCR.

Real-time PCR kvantifikace

Pouzivané matematické modely pracuji s hodnotou zvanou Cr (,,threshold cycle"), ktera se rovna
cyklu, kdy amplifikacni kiivka prekro¢i zminény fluorescencni prah umistény do pocatku
exponencialni faze reakce.

Absolutni kvantifikace, kterd se pouziva napt. pifi detekci specifickych mikroorganismt, piimo
urcuje vychozi pocet kopii cilovych molekul. Je zaloZena na zjisténi, Ze existuje linedrni vztah mezi
logaritmem vychoziho poctu kopii templatové DNA a Cr pfislusné amplifikacni kiivky. Pokud tedy
amplifikujeme vzorek o neznamé koncentraci spolecné s dilu¢ni sérii standardli o znamé koncentraci,
ziskame kaliba¢ni piimku (,,standard curve"), ze které Ize odecist vychozi koncentraci neznamého
vzorku.

Relativni kvantifikace, ktera se pouziva ke stanoveni miry genové exprese, zpravidla nevyzaduje
sestrojeni kalibra¢ni pfimky. Porovnava se relativni zména genové exprese (relativni expresni pomeér)
v testovaném vzorku oproti kontrolnimu vzorku, kterym mize byt napt. mRNA neovlivnénych bunék
a pod. Cr amplifikacni kiivky daného genu se vzdy normalizuje oproti Cr tzv. housekeeping genu.

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

A8l (Ny=10° . T
@ 2 KALIBRACNI PRIMKA
81 (No),=10
S| (Ng)s=10 - “standard curve”
5 o) :
= =3
0]
N = Ng = vychozi koncentrace
O
£ Cy = “threshold cycle”
o PR ___J _fuorescen¢ni Fpeesat . ‘ Y
| | préh A RS &
| | | |
1 1 1+ —-=-=-==- - A RS | By
il | | | |
| | | | | |
(€); (C), (C); posetcyki (€ (€, (€ Cy
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Ptipravte master mix (MM) pro kalibraéni piimku genu Q/0/ARRx a k MM vzdy pridejte 4 ul
c¢DNA nebo neg. kontrolu.

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

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

10 ul Fast SYBR Green Master
0.6 pl primer F

0.6 pl primer R

4.8 ul H20

o o

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

a. ....ul Fast SYBR Green Master
b. ....pulprimer F

c. ....ulprimer R

d. ....plH20

Ptipravte master mix (MM) pro analyzu exprese genu Q/0/ARRx v danych dvou vzorcich a
k MM vzdy ptidejte 4 nl cDNA nebo neg. kontrolu.

Celkovy objem qPCR mixu pro 1 reakci je 20 pl, ktera obsahuje 16 pl MM a 4 ul cDNA nebo 4
ul 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 ul Fast SYBR Green Master
0.6 pl primer F

0.6 pl primer R

4.8 ul H20

eo o

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

a. ....ul Fast SYBR Green Master
b. ....ul primer F
c. ....pulprimer R
d. ....ulH20
qPCR analyza pomoci pristroje QIAGEN Rotor-Gene® Q + vyhodnoceni
Cyklus pro Q10/ARRx:
95°C 7 min
.... cyklu:
95°C 15
56°C 30s
72°C 20s
72°C 1 min

20
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Sablona k protokolim: qPCR

Jméno:

Datum:

Popis vysledki:

Zavér:
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DEN 4

BUNECNE LOKALIZACE PROTEINU

Uvod

Schopnost interagovat s dal§imi proteiny je jednou ze zakladnich charakteristik bilkovin
jakozto zakladniho kamene Zivych organismi. Protein-proteinova interakce je nutnym predpokladem i
pro ptenos informace v signalnich drahach. Informace se obvykle ptedava v podobé fosfatové skupiny
mezi kindzou a jejim proteinovym substratem, ktery je specificky rozpoznavan, anebo je
prostfednictvim protein-proteinové interakce piimo ovliviiovana aktivita interakéniho partnera.
Jednou z prvnich otazek, které si klademe pfi funk¢ni analyze geni signalnich drah, je ta, se kterymi
dal$imi signalnimi elementy studovany protein interaguje. Dalsi dilezitou otazkou je, ve kterém
bunééném kompartmentu je protein lokalizovan, ptipadné ve kterém bunécném kompartmentu spolu
dva proteiny interaguji. S pouzitim transientni exprese proteinti po infiltraci list tabaku Nicotiana
benthamiana suspenzi Agrobacterium tumefaciens a spomoci skenovaci laserové konfokalni
mikroskopie, miizeme tyto otazky zodpovédeét.

Casovy harmonogram

8:30 KONFOKALNI MIKROSKOPIE 1, skupiny 1-3 (Markéta Samalova), laborato 334
/ ANALYZA GENOVE EXPRESE POMOCI TRANSKRIPCNI FUZE I, skupiny 4-6 (Jan Hejatko)

11:30 OBED
12:30 KONFOKALNI MIKROSKOPIE II, skupiny 4-6 (Markéta Samalova), laboratof 334
/ ANALYZA GENOVE EXPRESE POMOCI TRANSKRIPCNI FUZE 11, skupiny 1-3 (Jan Hejatko)

15:30 AUTOMATICKA MIKROSKOPIE (Jan Hejatko)
16:00 UKONCENI PROGRAMU 4. DNE

Prehled metod

22
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Rastrovaci konfokalni mikroskopie (Confocal laser-scanning microscopy, CLSM)

Jedna se mikroskopickou metodu umoziujici snimat fluorescencni signal s velmi vysokym
rozliSenim. Jako bodového zdroje excita¢niho svétla pouzivame lasery o rizné vinové délce. Laserovy
paprsek prochéazi konfokalni clonkou a prostfednictvim objektivu je fokusovan do malého bodu na
preparatu, kde dojde k excitaci fluorescencnich barvicek, nebo proteini. Emitovana fluorescence
prochazi zpét objektivem a skrze dalsi konfokalni clonku (pinhole) na fotonasobic, kde je svételny
signal pieveden na elektrické impulsy. Konfokalni clonka zajistuje, Ze se na detektor dostane pouze
svétlo z excitovaného bodu v roving ostrosti pouzitého objektivu. Svétlo prichazejici 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
nizs§i nez rychlost svétla, jsme schopni pomoci softwaru zrekonstruovat obraz s vysokym rozli§enim a
zobrazit ho na monitoru pocitace.

Principe of confocal

detector

confocal detector
aperture
(PINHOLE)

illuminating
aperture

point source I

(laser) I

» dichroic mirror

objective lens

focal plane ‘ ‘ _
specimen
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Metoda 4A

Bunécéné lokalizace proteina

—

Ptipravte si 100 pl pipetu, destilovanou vodu, kryci a podlozni sklicka, ktera popiste.

2. Na stied podlozniho sklicka kapnéte100 ul vody.

Z listu tabaku infiltrovaného v pondéli vystiihnéte piiblizné étvercovy tvar o plose 1-2 cm? a
umistéte ho na kapku tak, aby spodni strana listu smétovala vzhtru.

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 ptipravenymi preparaty se presuiite ke konfokalnimu mikroskopu.

Pomoci rastrovaci konfokalni mikroskopie sledujte fluorescencni signal a jeho lokalizaci
uvniti bunek.

9. Vyhodnotte vysledky pozorovani a vypracujte protokol, ve kterém zpracujte vSechny body
uvedené v Sablong.

98]

PNk
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Sablona k protokoltim: Analyza bunééné lokalizace pomoci fluorescen¢nich reportéri

YV wr

Jméno: (uved’te rovnéz Cislo své skupiny):
Datum:

Cil:

Uloha:

Jaké bunééné kompartmenty (zelené and Cervené) vidite na obrazku A-D?
Ktery z 2A konstrukti pouzila vase skupina?

(STNRFP-ZA-GFPHDEL, YFP-ZA-GFPHDEL, IllSRFP-ZA-GFPHDEL)

Postup:

Uved'te stru¢ny popis postupu pii infiltraci tabakovych list (viz. Metoda 1C). Pro¢ je soucasti infiltratniho média
acetosyringon?

Zavér:

Vyhodnot'te interakce a lokalizace proteind, které vase skupina zkoumala a shritte vysledky kolegi z dal$ich dvou skupin.
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Metoda 4B

Pfiprava preparatu pro automatickou mikroskopii

Provedte projasnéni odbarvenych semenackti 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 opatrn& odsat pipetou.

1 ml 7% NaOH / 60% EtOH, inkubace 15 min pii rt>. Roztok opatrn& odsét pipetou.

1 ml 40% EtOH, 10 min, rt.

Pridejte 1 ml H,O = 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.

Metoda 4C

Automatickd mikroskopie

)]

Vlozte preparaty do automatického mikroskopu a nechte snimat pie noc.
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8:00 ANALYZA GENOVE EXPRESE POMOCI TRANSKRIPCNI FUZE (Jan Hejatko) /

DEXAMETAZONEM INDUKOVATELNY TRANSKRIPCN{ AKTIVACNI SYSTEM
5. Vyhodnoceni vysledkii automatické mikroskopie

10:00 kolokvium (A2/2.11)
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