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Anotace

Prace se zabyva regulaci exprese gend u pylu tabaku (Nicotiana tabacum var. Samson).
Zjistilo se, ze si pyl béhem svého vyvoje piedem piipravi a skladuje nékteré typy mRNA,
které¢ vyuzije az ve chvili, kdy z pylového zrna vyrGstd pylova lacka a prorasta ¢nélkou

k semeniku. V fisi rostlin se jedna 0 druhy pfipad popsani regulace genti na urovni mRNA.

Jednim ze zpisobl skladovani mRNA jsou EPP komplexy. Vime, ze EPP komplexy
uchovavaji mnoho typtt mRNA véetné MRNA NTP303. NTP303 koduje sténovy protein p69,

ktery hraje ve stavbé stény nezbytnou roli.

V prvni Casti prace jsme lokalizovali protein p69. K jeho lokalizaci jsme vyuzili expresni
vektor vytvofeny metodou piimého klonovani, ktery pro zviditelnéni obsahoval zelené
fluoreskujici protein (GFP). Takto piipraveny vektor jsme nastielili do zralého pylu, ktery
jsme kultivovali in vitro a sledovali jsme expresi p69 s fluoreskujicim proteinem, diky ¢emuz

jsme dokazali urcit lokalizaci proteinu p69 pomoci fluorescen¢ni mikroskopie.

V druhé c¢asti prace jsme se pokouseli odhalit nekteré RNA vazebné bilkoviny regulujici
aktivaci mRNA NTP303. Ktomu slouzi hybridiza¢ni metoda North-western (hybridizace
protein-RNA). Mym tkolem bylo vytvofit elektroforeticky rozdélena proteinova spektra EPP
komplexti. Tato spektra byla nasledn¢ hybridizovana s fluorescencné a radioaktivné (32P)

zna¢enymi sondami tvofenymi tiseky MRNA NTP303 (5’UTR, Y-element a 3°UTR).

Ve tieti Casti prace jsme se pokusili zjistit pfitomnost a zmény v N-glykosylaci v§ech proteinti
vazajicich se v RNP komplexech, polyzomech a EPP komplexech béhem riznych stadiich
vyvoje sam¢iho gametofytu. Glykoproteiny jsou proteiny, na které se vazou cukerné zbytky.
V mnoha ptipadech maji regula¢ni funkci. Vytvorili jsme tak zéklad pro studium regulace

exprese gent na zakladé glykoproteind.

Celkové tato prace ujasnila odpovédi na par otazek, ovSem také oteviela cestu k mnoha

dal$im otazkam.
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pyl, Nicotiana tabacum, transla¢ni regulace genové exprese, EPP komplexy, polyzomy, RNP
komplexy



Annotation

This essay handle the subject of the expression of the genes in tobacco (Nicotiana tabacum
var. Samson). We know that pollen prepares some mRNAs during its growth which even
keeps until the pollination and its growth into the pollen tube. It is the second case of gene

regulation at the mRNA level known within plants.

One of the ways of keeping mMRNA is using EPP complexes. We know that EPP complexes
keep many types of mRNA, including the mRNA NTP303. The NTP303 gene codes the
important cell wall protein p609.

The first part of our project was to localize the protein p69. To its localization we used the
express vector created by the method of the directional cloning containing the green
fluorescent protein GFP. We shot the prepared vector into the mature tobacco pollen. We
cultivated the transformed pollen and we observed the expression of the protein complex p69-
GFP in vitro using fluorescent microscopy. We were able to find the localization of the p69 in

situ.

In the second part we wanted to find some RNA binding proteins which probably regulate the
activation of the mRNA NTP303. We used a North-western hybridization method
(hybridization RNA-protein). | had to isolate and divide protein spectrum of the EPP
complexes using the electrophoresis. These divided spectrums were hybridized with
fluorescent and radioactive (**P) marked probes made from the parts of the mMRNA NTP303
(5’UTR, Y-element and 3°’UTR).

In the third part of our project we tried to find out changes in an N-glycosylation of all
proteins bonded to RNP complexes, polysomes and EPP complexes during different stages of
the male gametophyte’s growth. Glycoprotein is protein bound to glucose residues, which in
many cases act as regulating element. That is the first step in studying regulation of gene

expression based on glykoproteins.

All of that explains few questions, but leads to many new questions.
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Uvod

Schopnost rozmnozovani je zédkladni charakteristikou zivé hmoty. V pribéhu evoluce vzniklo
mnoho zplisobll rozmnozovani, jednoduchym délenim jednobunéénych pocinaje, slozitymi
a dimyslnymi cestami zivocichi a rostlin konce.

Vsichni jsme se ucili, ze miizeme rozliSit rozmnozovani vegetativni a generativni. Vegetativni
rozmnozovani je jednoduché, mén¢ naro¢né a co do poctu potomku casto efektivnéjsi. Jeho
nevyhodou je kumulace nezddoucich mutaci v populaci. Proto nalézame jen malo striktné
nepohlavné se rozmnozujicich organismu.

v

Dalsi a dimysIn€j$i je pohlavni (generativni) rozmnozovani. U rostlin pfi ném dochazi
ke stiidani dvou generaci, generace diploidni (sporofyt) a haploidni (gametofyt). Tento jev se
nazyva rodozména (metageneze). Rodozménu rozliSujeme dvojiho typu. Pomérmné vzacné se
vyskytujici rodozménu izomorfickou, kdy je tvar avelikost sporofytu srovnatelny
s gametofytem (ta byla zjiSténa napf. u fosilnich rhyniovych rostlin nebo u nékterych
recentnich druhti tas), arodozménu heteromorfickou, kdy jedna z forem prevysuje nad
druhou. U naprosté vétSiny taxoni je sporofyt dominantni generaci. Jediné vyjimky jsou
mechorosty, u kterych je dominantni gametofyt. Ten je pfedstavovan samotnou rostlinkou
a sporofyt je tvofen Stétem s tobolkou obsahujici spory. Rostliny vytrusné asemenné
upiednostiiujici sporofyt maji redukovany gametofyt. Gametofyt kapradorostli je
pfedstavovan zejména malym listkem, zvany prokel (prothallium). Nahosemenné
a krytosemenné rostliny zasly jesté dale, zredukovaly gametofyt jen na nékolik malo bunék.
Cim vice je gametofyt redukovén, tim samoziejmé vzriista jeho zavislost na sporofytu. Tudiz
Vv této fazi je gametofyt zcela zavisly. Jedinou vyjimku tvofi pravé pyl, ktery se samostatny
vyskytuje pravé ve chvili, kdy je uvolné€n z praSnikli, aby mohl byt vétrem ¢i hmyzem
pfenesen na bliznu.

Jak jiz bylo nastinéno, gametofyt krytosemennych existuje ve dvou formach — samci
(mikrogametofyt) a sami¢i (megagametofyt). Sam¢i gametofyt, pyl a po vykliceni pylova
lacka, je pouze jakymsi transportnim zatizenim dvou spermatickych bungk, které jsou v ném
ulozeny. Kdyz dojde k opyleni a néasledné oplodnéni, dochazi k splynuti jedné spermatické
buiiky s vajecnou bunikou. Vznikne diploidni zygota, kterd je zarodkem sporofytu. Druha
spermaticka butika splyne s centralnim jadrem zarode¢ného vaku avznikne endosperm.
Splynutim se cyklus rodozmény uzavira. Cely proces je velmi pfesné regulovany a tato prace
se vénuje jednomu z dil¢ich krokii. Konkrétn€ji procesim probihajicich v dobé zrani
pylového zrna, opyleni a ristu pylové lacky.

Pyl béhem svého vyvoje predptipravuje nékteré typy mRNA, které skladuje a vyuziva je
az 0 n€kolik dni pozde€ji béhem rustu pylovych lacek. Skladovat mRNA lze ve formé RNP
komplexti, polyzomi nebo EPP komplexd.

Jednou z téchto MRNA je mMRNA NTP303, ktera je syntetizovana jiz béhem zrani pylu a to
v obrovském mnozstvi (Weterings et al., 1992). Neni ihned piepisovana do formy proteinu
p69 (Wittink et al., 2000), ale je skladovana ve formé& EPP komplexu. K translaci této mRNA
dochdzi az pfi ristu pylové lacky. mRNA NTP303 i protein p69 jsou tedy pylovée specifické.
Protein p69 je sténovy protein. Naznacuje to vzriistajici mnozstvi proteinu v lacce v prubchu



jejiho riistu. V minulosti byla jeji p¥itomnost potvrzena extrakci z bundéné stény (Capkova et
al., 1997), ale nebyla prokazana in situ.

Cilem prace bylo lokalizovat protein p69 v rostouci pylové lacce, protoze jeji lokalizace
V bunécné sténé byla prokazana pouze biochemicky a izotopicky po extrakci bunécnych stén.

Proto jsme se rozhodli protein p69 oznacit pomoci GFP, ¢imZ jsme dokazali jeho lokalizaci
pod fluorescen¢nim mikroskopem.

Dale jsme se zajimali 0 to, jaké proteiny zprosttedkovavaji regulaci exprese skladovaného
mRNA NTP303. Kdyz uz existujici mRNA NTP303 je uchovavana v EPP komplexech, musi
existovat n&jaké proteiny, které zamezuji translaci. Nasim ukolem tedy bylo zjistit, jaké
proteiny to jsou a na které oblasti mRNA NTP303 nasedaji.

Provedli jsme také pilotni pokus pro studium intenzity glykosylace proteini béhem vyvoje
pylu v riznych frakcich mRNA (RNP, EPP komplexy a polyzomy).



Teoreticka cast

PredloZzena prace se zaobira regulaci exprese gend v modelové rostling tabaku (Nicotiana
tabacum var. Samson).

Tabak je pro tyto Ucely vhodnou modelovou rostlinou znékolika divodi. Jeho pyl je
dvoubunéény, tudiz je metabolicky malo aktivni a proto dobie skladovatelny, Ize jej skladovat
rok pii teploté -20°C, aniz by se zménila jeho funk¢ni a biochemicka aktivita. Dalsi divody
jsou také zcela praktické. Naptiklad velikost celé rostliny, ktera se mohutné vétvi. Kvéty jsou
hojné, velké a bohaté na pyl. Kultivace pylu in vitro (v laboratornich podminkach) je snadna
a vykultivované lacky Ize pouzit pro biochemické analyzy. Oproti tomu trojbunécny pyl napf.
husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana) je metabolicky aktivni jiz pfi pfenosu na bliznu,
neda se skladovat a pro malé kvéty je jeho sbér velmi obtizny.

Vyvoj mikrogametofytu

K vyvoji sam¢iho gametofytu slouzi saméi pohlavni (generativni) organ — ty¢inka (Stamen).
Tyc¢inky se skladaji ze dvou casti — prasniku (anthera) anitky (filamentum). Nitka nese
prasnik, vyzdvihuje jej z kvétu a déla jej piistupnéjsim. Prasnik je dulezitou strukturou,
vznikd vném pyl. Je ve vétSin€ piipadi tvofen dvéma prasnymi vacky. Kazdy z obou
prasnych vacku je tvofen dvéma prasnymi pouzdry.

Sténa vyvinutého prasniku ma né€kolik vrstev. Prvni z nich je vné&jsi pokozkova (epidermalni)
vrstva, ktera byva pokrytd kutikulou. Pod epidermdlni vrstvou se nachazi podpokozkova
(subepidermalni) vrstva. Jeji buiiky s rizné ztloustlymi sténami umoziuji praskani a tim
otvirani zralého praSniku. Nasleduje vrstva, jeZ se nazyva stfedni vrstva (mezofyl). Ta je
sloZena z parenchymatickych bunék, které pfi dozravani prasniku odumiraji. Posledni, vnitini
vrstvou je vystelka (tapetum). Buiiky tapeta jsou v pifimém kontaktu s mikrosporocyty,
mikrosporami a nakonec i Spylovymi zrny. Tapetalni buniky jsou bohaté na proteiny,
nukleové kyseliny amitochondrie. Vyzivuji buiky mikrogametofytu b&hem celé
mikrosporogeneze a zna¢n¢ je ovliviiuji i béhem mikrogametogeneze (Erdelska, 1974).

Mikrosporogeneze

Mikrosporogeneze je proces odehravajici se v prasnych pouzdrech v pfitomnosti tapeta, které
hraje ve vyvoji pylu nezbytnou roli. Vyzivuje mikrospory a mlady pyl, vytvaii kalézu (B-1,3-
glukan) a pozdgji i exinu — vnéjsi obal pylu.

V prasném pouzdie se nachazeji diploidni matefské bunky (mikrosporocyty, meiocyty). Pred
prvni meidzou jsou matefské builky spojeny s buiikami tapeta pomoci plasmodezmat.
V profazi 1. meidzy se tato plasmodezmata rusi a zaCinaji se stavét kaldézové stény kolem
meiocytl. Jadro se redukéné déli a nastupuje druha faze meidzy, pfi niZ se ob¢ jadra mitoticky
duplikuji. Po skonceni karyokineze jsou v butice 4 jadra s haploidnim po¢tem chromozomu.
Poté se vytvoii 1 bunécna sténa, ktera jadra odd¢li a vznikne tetrada (tzv. simultdnni oddé€leni
— k cytokinezi dochazi az po vzniku vSech ¢étyt jader). Tetrada je obalena silnou kalézovou
vrstvou, ktera funguje jako molekularni sito, které nepropousti makromolekuly. Izoluje ji
tak ve chvili, kdy v ni probihaji procesy velice odlisné od téch, co probihaji v okolnich
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buiikach. Néasledn¢ se v tapetdlnich bunkach za¢ne produkovat enzym kaldza, ktery je
aktivovan zménou pH a ktery rozpousti kaldézu. Po rozlozeni kaldzy se tetrada rozpadne
a uvolni se ¢tyii mikrospory.

Mikrogametogeneze

Pifi mikrogametogenezi se mikrospory zacnou vyvijet v pylova zrna. Mikrospora narasta
a obklopuje se typickou sténou pylového zrna, exinou. Tu vytvaii bunky tapeta podléhajici
bunécné smrti (apoptoze). Dilezitou slozkou exiny je sporopolenin. Sporopolenin je velice
odolny Dbiopolymer slozeny z mastnych kyselin, fenolt, fenylpropanoidi, lipida
a karotenoidt, které zpisobuji jeho zluté zabarveni (http://en.wikipedia.org/wiki/
Sporopollenin). Chrani pyl proti mechanickym a chemickym vliviim i proti vlivu UV zafeni.
V cytoplazmé mikrospory se tvoii vakuoly, které se postupné spojuji v jednu velkou centralni
vakuolu. Jadro se z divodu rostouci vakuoly posune ze stiedu ke sténé mikrospory. Zde
dochéazi Kprvni pylové mitoze, ktera je asymetrickd. Jeji asymetri¢nost je rozhodujicim
faktorem pro pokracovani mikrogametogeneze. U pylu tabdku je mitéza uplna — dochézi
i k cytokinezi. Vysledkem jsou dvé rtizné buiky, pfi¢emz mensi buiika se nachazi v té& vétsi.
Vzniké utvar ,bunika v buiice®. Mensi bunika se nazyva generativni buiika, vétsi je bunka
vegetativni.

Generativni bunika se od vegetativni neliSi jenom tvarem a velikosti, ale také i strukturou
a obsahem. Generativni bunika neobsahuje zadné zasobni latky, jeji malé jadro obsahuje velmi
kondenzovanou DNA. Jinak generativni bunika obsahuje vSechny zakladni organely,
avSak v redukovaném mnozstvi.

Vegetativni buitka je metabolicky velmi aktivni. Akumuluje volné aminokyseliny a nékteré
zasobni latky, jako jsou Skroby a tuky. Nékteré ziviny jsou sporofytického piivodu (konkrétné
z bungk tapeta). Jadro této bunky byva vétsi nez generativni jadro. U tabaku byly nalezeny
neaktivnich formy mRNA. Jedna se 0 n¢které RNP, polyzomy a EPP komplexy (viz dale).
Tyto mRNA jsou diilezité pro translaci v dobé riistu pylové lacky. (Honys et al. 2000).

U nékterych druha rostlin probéhne druha pylova mitéza, kdy se déli generativni bunka
a vznikaji dvé spermatické buiky jeSté¢ pfed kontaktem pylu s bliznou. Takové rostliny
nazyvame rostliny s trojbunéénym pylem (napf. huseni¢ek). U tabaku, jakozto rostliny
s dvojbunéénym pylem, to probih4 pozdéji az pii proriistani pylové lacky ¢nélkou. V posledni
fazi zrani pylu se pylové zrno silné dehydratuje. Zraly pyl je uvolnén z prasnikt a je schopen
opyleni.

Opyleni a rist pylové lacky

Pti opyleni dopadne pyl na povrch blizny, kde se nachdzeji papilarni bunky, které se podileji
na zachyceni pylu pfislusného druhu. Pyl se rehydratuje, znovu se startuji metabolické
procesy a nastava faze aktivace pylu, kdy se aktivuji biologické procesy uvnitt pylového zrna
pied vykli¢enim. V druhé fazi pylové zrno zacne kliCit a z vegetativni bunky vyrasta jednim
z kli¢énich port pylova lacka. Vegetativni jadro je v této dob¢ inaktivni a neprodukuje zadné
MRNA. Proto se v této fazi pro syntézu stavebnich proteinii pouzivaji transkripty (MRNA),
které byly transkribovany uz pii vyvoji pylu. Ve tieti fazi se pylova lacka prodluzuje
a prorustd vodicim pletivem, které napomdhd udrzet pylové lacce smér ristu. V pripadé
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tabaku a dalSich rostlin s dvoubunéénym pylem dochazi v této dob& (mezi osmou az tfinactou
hodinou po dopadu na bliznu) k druhé pylové mitéze a vznikaji dvé spermatické bunky.
V posledni fazi se pylovéa lacka nadale prodluzuje. U tabaku dortsta délky az 4 cm, ale
naptiklad u kukufice je jejich délka az 30 cm. To celé béhem nékolika dni. Poté, co pylova
lacka doroste k semeniku, vyhleda vaji¢ko, vroste do otvoru klového, kde praskne a vstieli
spermatické buiiky do vajicka.
4-5, stadium
1-3. stadium vegetativni jadro

ik PMI
mikrospora / \‘

uvolnéni mikrospor,
vakuola ,
tetrdda vegetativni

bunka

prasné pouzdro  tapetum

kli¢eni ¢

\mexosc II

=) meiosa I
o
haploidni
Jjédro
kaléza
Obrazek 1: Vyvoj mikrogametofytu. Uvolnénim mikrospor kon¢i mikrosporogeneze. PMI nebo Il — prvni nebo druha

pylova mitéza. © Honys a Twell

Charakteristika RNP

RNP, ribonukleoproteiny Ize v sirs§im slova smyslu chapat jako kteroukoliv RNA asociovanou
s proteiny. Jenze kazda RNA se vzdy asociuje s proteiny. RNA vychazejici zjadra
do cytoplasmy musi byt obalena vysokym poctem proteintl, které zajistuji prichod jadernymi
pory.

V této praci oznaCeni RNP omezime jen pro skupinu komplexi, které¢ jsou linearni a Casto
jsou ukotvené na cytoskeletu. Casto tedy obsahuji mRNA kédujici cytoskeletalni komponenty
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nebo sekrecni proteiny a jsou pomérn¢ abundantni (hojné). Pti izolaci z pylu je to nejlehci
slozka z post-mitochondrialni frakce (viz Metodika).

Charakteristika polyzomu
Polyzomy (rovnéz polyribozomy) obsahuji cyklickou mMRNA (to za pomoci nékolika

mRNA zacykli). Diky tomu se na jedné mRNA mize nachazet nékolik ribozomti najednou.
Navic po ukonleni syntézy na jednom ribozomu se ribozom mize rychleji dostat opét
na zacatek MRNA k syntéze dalsiho proteinu. To celou proteosyntézu zefektiviuje.

Charakteristika EPP komplext
EPP komplexy jsou tvofeny mRNA, malymi i velkymi ribozomalnimi podjednotkami

EPP komplexy lze izolovat pomoci subcelularni frakcionace (viz Metodika), kdy se pro
oddéleni EPP komplext a polyzomil pouZiva pufr s vysokym obsahem soli (KCl a zaroven
s nizkou hladinou Mg®") as obsahem chelatonu EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid),
ktery vyvazuje hofecnaté kationty zribozoml. Dalsi slozkou pufru je antibiotikum
puromycin. Puromycin se vaze v ribozomu do P-oblasti (misto, kde dochazi ke spojovani
aminokyselin do fetézce), ¢imZ znemoZni pokracovani syntézy polypeptidu. Diky vysoké
hlading soli, nizké hlading Mg®*, EDTA a puromycinu se polyzomy inaktivuji a destabilizuji
a lze tak jejich fragmenty oddélit od EPP (EDTA, Puromycin Partikule) komplexti pomoci
centrifugace.

Obrazek 2: Skenovaci elektronova mikroskopie EPP komplexu (David Renak, nepublikovano).

Charakteristika genu NTP303

NTP303 (Nicotiana Tabacum Pollen gen ¢islo 303) je pylové specificky gen, kodujici protein
269. Genomicka sekvence genu NTP303 je dlouha 2 157 bp (base pair — paru bazi).
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Charakteristika mRNA NTP303

Na obrazku 3 je schéma molekuly mRNA NTP303. Cervené je zvyraznéna tzv. ¢epicka. Ta
vznika uz béhem syntézy RNA v jadfe aje tvofena guaninovym nukleotidem s navéazanou
methylovou skupinou. Zabranuje degradaci RNA aje mistem, kde se mizou zachycovat
vazebné proteiny.

Tmavé modie je zvyraznén 5’UTR (UnTranslated Region — netranslatovatelna oblast).
Ocekavame, Ze na tuto sekvenci se budou vazat n¢které proteiny, které tak budou regulovat
expresi NTP303.

Zelené je zobrazen samotny cteci ramec. Obsahuje kodovanou sekvenci RNA. Podle této
sekvence ribozomy syntetizuji proteiny.

Oranzové je zvyraznén Y-element. To je pravdépodobné jedno z vazebnych mist v mMRNA
NTP303. Na tuto oblast se ziejmé také budou vazat proteiny, ovliviyjici expresi (Honys,
2000, nepublikovéno).

Svétle modie je 3’UTR. Je to také netranslatovana oblast, ovSem naléza se na 3° konci RNA.
Tato oblast se pravdépodobné také podili na regulaci exprese.

Zluté je poly-A konec. Vznikd po ukonéeni transkripce (je jednou z posttranskripénich
modifikaci) pomoci poly(A) polymerdazy béhem procesu polyadenylace. Je tvoren 40-250
adeninovymi nukleotidy.

.......

oblasti 5’UTR, v misté Y-elementu (oranZové€) a ve svétle modi‘e oznacené oblasti 3°UTR jsou vyznafena mista, kde se
mohou vazat vazebné proteiny.
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Metodika

Rostlinny material

Veskeré pokusy probihaly na modelové rostliné tabaku (Nicotiana tabacum var. Samsun)
péstovaném v japanech. K praci jsme potiebovali pyl v 5. stadiu vyvoje, zraly pyl a pylové
lacky po c¢tytech hodinach kultivace.

Sbér rostlinného materialu

Sbiraji se poupata ve stadiu 5 (viz obr. ¢. 1), ktera jsou dva dny pied plnym vykvetenim.
Vypreparuji se prasSniky z 20 kvéth. Prasniky jsou zality 0,8 — 4 ml 5% roztoku sacharozy
s inhibitorem proteaz. Ve vychlazené tfeci misce se praSniky rozbiji a nasledné se vortexuji.
Dale se pyl filtruje pies jemné sitko. Cisty pyl se centrifuguje pii pretizeni 2000 g p&t minut
za teploty 4°C. Takto ziskany vzorek pylu se uchovava pii -80°C.

Pyl ve stadiu 6 je uz témé&f zraly a vhodny pro nase tcely. Z posbiranych poupat se separuji
prasniky, které se nechaji po dobu 24 hodin schnout na filtracnim papite, ¢imz popraskaji
auvolni pyl. Ten se sesbira auchovava se pii teploté -20°C. Takto pyl vydrzi pouzitelny
az jeden rok — do nové vegetacni sezony.

Pro ziskani pylovych lacek je nutné pyl kultivovat. Povrch pylu tabaku je velmi nepolarniho
charakteru. In vivo je jeho rehydratace zajisténa pomoci papilarnich bunék, které se vyskytuji
na blizné. Pro in vitro kultivace musime pyl dvé minuty intenzivné vortexovat v zivném
médiu, aby doslo Kk jeho smaceni a moznosti rehydratace. Kultivace pylu probiha v Zivném
médiu, které ptipomind prostiedi blizny. Kulturu v Erlenmayerovych baiikach je nutné tiepat,
aby byla kultura dostate¢né okyslicena.

Pouzité metody k lokalizaci p69
Spektrum pouzitych metod je pro rozsah celé prace pomérné Siroké. Vycet s kratkymi
komentéfi je nasledujici:

1. CTAB extrakce DNA

Pro ziskani genomové DNA z pletiv rostlin se vyuziva CTAB extrakce. Latka CTAB (Cetyl
Trimethyl-Amonium Bromid) je tenzid (saponat), ktery umoziuje izolaci DNA. Takto
1zolovand DNA je vhodna i pro dal$i ukony jako je napt. PCR.

CTAB extrakce spociva v rozruseni veskerych membranovych struktur za nizké teploty (aby
nedoslo k destrukci DNA) anasledném procistovani v riznych pufrech (které obsahuji
CTAB), béhem kterého se provadi soustava centrifugaci.

2. Kvantifikace DNA

Po kazdé reakci, ktera pracuje s DNA, se pro jistotu vzorek kvantifikuje. K tomu se pouziva
fotospektrometr NanoDrop 1000 (Thermo Scientific). Tento pfistroj je nenarocny na material
— staci pouze 2 pl vzorku.

Princip méfeni koncentrace DNA spociva v absorbanci svétla, kterou NanoDrop 1000 méti
a vyhodnocuje.
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3. PCR

Metoda PCR (Polymerase Chain Reaction — polymerazova fetézova reakce) je jednou
Z nejcastéji uzivanych metod v molekularni biologii. Slouzi k mnohonasobnému namnozeni
kteréhokoliv tiseku DNA ato zcela in vitro na piistroji termocykleru (napf. od firmy
Eppendorf, Biometra, atd.).

4. Gelova horizontalni elektroforéza DNA

Gelova DNA elektroforéza je metoda, kterd se vyuziva ke stanoveni délky analyzovanych
usekti DNA. Funguje na pomérné jednoduchém principu, na ,,prichodu” DNA poréznim
agar6zovym nebo polyakrylamidovym gelem v elektrickém poli.

5. Extrakce DNA z agardzového gelu
Po probéhnuti DNA elektroforézy je mozné izolovat DNA z agar6zového gelu a vyuzit ji

k dal§im analyzam.

Vyftizne se kousek agardzového gelu obsahujici pozadovanou DNA. Agardza se pomoci pufru
a zvySené teploty (50°C) rozpusti. DNA je z gelu extrahovana kitem QIlAquick (QlAgen)
podle manualu (viz protokoly v ptilohach). Ziskana DNA 1ze pouzit k dal§im analyzam.

Primé klonovani (pENTR™ Directional TOPO® Cloning, firma Invitrogen
Firma Invitrogen™ popisuje technologii Gateway® jako univerzalni klonovaci metodu, ktera
vyuziva vyhody mistn¢ specifické rekombinace pievzaté od bakteriofaga lambda.

Postupné kroky jsou nésledujici:

1) Zaklonovat (blunt-ends) PCR produkt do komeréniho pENTR™ TOPO® vektoru
a vytvorit tak entry klon.

2) Vytvorit expresni konstrukt pomoci LR rekombinacéni reakce mezi entry klonem
a destina¢nim vektorem.

3) Vlozit expresni konstrukt do modelového organizmu (bakterie, kvasinky, hmyz, savci,
rostliny,...) a nechat syntetizovat rekombinac¢ni protein.

Ad 1) Zaklonovani pfedem definovaného tseku DNA se dosdhne pomoci proteinu
topoizomeraza I, ktery je ziskavan z viru Vaccinia. Ten se vaze na specifické misto (CCCTT)
v DNA astipe fosfodiesterovou vazbu (ribéza-fosfat-riboza) ve vlakné. Energie z rozbité
vazby je uloZena do nové kovalentni vazby mezi fosfatem (z vlakna DNA) a tyrosylem
(aminokyselina z topoizomerazy I). Tato vazba muze byt nasledné atakovéana 5° hydroxylem
z puvodniho vlakna a opét pfeménéna na vazbu ve vlakné DNA (Invitrogen, 2007).

Pro naSe ucely to znamend, ze topoizomeraza I, kterd je navdzana na obou koncich linearniho
vektoru pENTR/D-TOPO dokaze navazat PCR produkt. Spravnd orientace je zajiSténa
kratkymi sekvencemi na obou ¢initelich. GTGG je na konci vektoru a k tomu komplementarni
sekvence (CACC) je na PCR produktu. Vazba mezi thyrosylem (z topoizomerazy I)
a fosfatem je ovlivnéna 5 hydroxylem z DNA PCR produktu, coz zpisobi rozbiti této vazby,
presmyk sekvenci mezi useky DNA za pomoci topoizomerazy I a navazani PCR produktu na
vektor (viz obrazek ¢. 4). Vznikd entry klon, ktery je transformaci do kompetentnich
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bunék (laboratorné upravené E. coli) namnozen, selektovan a ovéfeny izolovan z bakterii do
formy cistého konstruktu, se kterym se pracuje dale.

Topoisomerase

CACC ATG NNN --= --= --- NNN  AAG GG----
GTGG TAC NNN --- === --- NNN  TTC e -

AAAAA

PCR product |
Overhang

Overhang invades double-stranded
DNA, displacing the bottom strand.

Topoisomerase

----CCCTTCACC ATG NNN === --= === NNN ARG GG- ---
----GGGAAGTGG TAC NNN --- === --- NNN TTC CC- ---
0“6

Obrazek 4: Spojenim PCR produktu a vektoru vznika entry klon. (zdroj: User Manual pENTR™ Directional
TOPO® Cloning Kits, Invitrogen).

rrnE T2 transcription ter minstor
rrn B T1 transcription ter minator

Pt 12 [-40 ) forward primer

M2 reverse prirmer b2 [-20] forward primer
TV prirmer
TV prormoter =ttLA
attL2 UC origin TOPOE binding site
TOP D& binding site Kan[R) tpa L {573 directional TOPO® owerhang
| i 4

I 1

PENTR/D-TORO

Obrazek 5: Schematicka mapa entry klonu (Kan(R) - gen pro resistenci vi¢i kanamycinu, pUC origin - oblast, kde
zafina replikace, attL.1 a attL2 - rekombinacni mista pro LR reakci, Apa LI a Ava | — restrikéni oblasti; zdroj:
program NTI Vector).

Ad 2) V druhém kroku nasleduje LR rekombinacni reakce mezi entry klonem a destina¢nim
vektorem. Rekombinaci zprostfedkovava LR Clonase™ II Enzyme Mix, ktery obsahuje
vlastni enzymy a potfebny 5X LR reakéni pufr.

Jako destina¢ni vektor jsme pouzili pPKGWFS7,0. pPKGWFS7,0 obsahuje gen pro GFP. LR
rekombinace probiha mezi attL a attR misty (attL1 a attL.2 jsou na entry klonu, mista attR1
a attR2 jsou na destina¢nim vektoru).

Ad 3) LR reakci vznikne expresni konstrukt, ktery je mozné vpravit do bunék mnoha typu
organismi od bakterii, pfes kvasinky az Krostlinam apo savce, kde probiha syntéza
rekombinacniho proteinu. Z pravidla se nejdiive transformuji bakterie, které konstrukt
namnozi aze kterych jej mizeme ziskat ve velkém mnoZstvi pomoci metody Miniprep
a Midiprep. Po ziskéni dostatecného mnozstvi konstruktu jej lze pouzivat i do dalSich
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modelovych organismtl. V naSem pfipad¢ nastielujeme konstrukt na zlatych partikulich do
pylovych zrn.

7. Transformace do kompetentnich bunék

Poté, co je vektor (entry klon i expresni klon) pfipraven, obvykle se transformuje do
kompetentnich bunék TOP 10 (firma Invitrogen; laboratorné¢ upravené E. coli). Toho se
dosahne pomoci heat shocku — smichanim bakterii s plazmidem (kruhova DNA) a vystaveni
vysoké teploty (obvykle 42°C) po relativné kratkou dobu (obvykle 45 s). To bakterie donuti
piijmout plazmid a zapojit ho do svého metabolismu. Bakterie se poté pfemisti na agar6zovy
gel s antibiotikem. Bakterie, které ptijaly spravny plazmid, s nim pfijaly i resistenci proti
antibiotiku. To zptsobi, Ze na plotnach (Petriho misky s agarem) vyrostou jen ty bakterie
obsahujici plazmid.

8. Miniprep a Midiprep
Miniprep a Midiprep jsou velice podobné metody fungujici na stejném principu. Lisi se jen
V pouzitém mnozstvi vzorku (existuje jesté Maxiprep, ten jsme ale nevyuzivali).

Ob¢ metody slouzi K izolaci velkého mnozstvi plazmidu z kompetentnich bunék. Vyuziva se
série riznych pufri a centrifugaci.

9. Restrikce plazmidi
Restikce je reakce, pouzivana pro ovérovani spravnosti rekombinac¢nich reakci. Kazdy vektor

obsahuje mista, ktera dokazou restrikéni enzymy rozstiihnout (byvaji to Casto kratké
palindromické sekvence). Z programti jsme schopni vypocitat, jak by mél vypadat spravné
rekombinovany vektor. Proto se vypocita, na jak velké Gseky jsou restrikéni enzymy schopny
plazmidy rozstipat. Po provedeni restrikéni reakce se useky rozdéli pomoci elektroforézy
a podle jejich délky mizeme urcit, zda velikost vektoru souhlasi.

10.Sekvenace DNA

Pomoci sekvenace mizeme urcit potadi nukleotidi v DNA. Reakce probihd v sekvenatoru.
Pro obtiznost andkladnost této metody jsou sekvenatory pouze na specializovanych
stanoviStich. My jsme ji vyuzivali pfi ovéfovani spravnosti rekombinace plazmidi.

11.Transientni transformace pvlovvch zrn pomoci pristroje Biolistis® PDS-
1000/He Particle Delivery System (firma BioRad)

Pfi této metod¢ bylo postupovano podle protokolu N. Bate (1996, nepublikovano), ktery
modifikoval D. Honys (2003, nepublikovano).

Piistroj slouzi K rychlé transientni (pfechodné) transformaci rostlinnych pletiv, v nasem
ptipadé pylovych zrn tabaku.

Cely proces transformace probihé ve dvou krocich:
1) priprava mikroprojektil
2) vlastni nastfelovani
Ad 1) Mikroprojektily jsou tvofeny malymi zlatymi ¢éasticemi (®=1,6um), které jsou

pomoci spermidinu (ziskdvaného z rybiho semene) obalovany expresnim vektorem.
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Ad 2) K samotnému nastfeleni pylu jsme pouzili pfistroj Biolistis® PDS-1000/He Particle
Delivery Systém.

/

il

=
J - - . e

1
s . 2
3
® ®
— 2 J
- w

Obrazek 6: Schéma pristroje Biolistis® PDS-1000/He Particle Delivery Systém (Honys, 2009).

1. Kovova hlavice, do které se umistuje tvrdd plastova membrana (rupture disk), ktera
praskne pii pretlaku 1100 psi (pound per square inch).

2. Kovovy tchyt pro membranu (macrocarrier), na které jsou naneseny castice zlata (DNA-
coated microcarriers) s expresnim konstruktem, a sitka (stopping screen), ktera zajistuje
rovnomérnou disperzi zlata a zachycuje zbytky membrany.

3. Petriho miska s nitrocelul6zovou membranou, na které je naneseny pyl (target cells).

Before After
Gas Acceleration Tube
Rupture Disk I
Macrocarrier 0.3
DNA-coated Microcarriers\m >g i
Stopping Screen wzrrn D 73
Target Cells >O RITIIES
 ® TR | | e SESTERINE |

Obrazek 7: Blizsi schéma nastielovani pletiv: Gas Acceleration Tube — plyn (helium) urychlujici hlaveii, Rupture
Disk — praskajici membrana, Macrocarrier — nosi¢, plastova membrana, na niZ jsou nanesené mikroprojektily, DNA -
coated Microcarries — mikroprojektily obalené DNA, Stopping Screen — kovova sit’ka zachytavajici fragmenty
rupture disk a macrocarrier, Target cells — cilové buiiky, pylova zrna.
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Po transformovani pylu se necha kultivovat. Poté 1ze pozorovat signal v pylovych lackach pod
fluorescen¢nim mikroskopem.

12.Kultivace pylu in vitro
Kultivace je popsana v kapitole Rostlinny material.

Kultivace pro fluorescen¢ni mikroskopii probiha v intervalu 4-16 hodin na kyvaéce v temném
a chladném prostiedi. Poté se pyl pozoruje pod fluorescen¢nim mikroskopem.

13.Fluorescencni mikroskopie

Fluorescen¢ni mikroskopie je Casto pouzivanou metodou pro zjistovani struktur v tkanich
a samotnych bunikach. Vyuziva fluorescence riznych latek. Obvykle fluorescencni slouceniny
obsahuji mnozstvi dvojnych vazeb akonjugovanych elektronovych systémut. Naptiklad
chlorofyl — zelené fotosyntetizujici barvivo, obsahuje 4 pyrrolové cykly spojené methylovymi
mistky (=CH-).

Obrazek 8: Struktura chlorofylu (http://www.fkp.jku.at/fkp/bilder/Chlorophyll.jpg).

KdyZ jej exponujeme pod UV svétlem, sviti cervené. To se déje diky absorbovani energie
svétla, coz vede K excitaci elektroni na vyssi energetickou hladinu. Pii opétovném uvoliovani
energie se ¢ast proméni v tepelnou energii a zbytek se pii seskoku elektront zpét na nizsi
(ptivodni) energetickou hladinu vyzari ve formé fotonu — svétla. Diky tomu, Ze cast pfijaté
energie se preménila na teplo, tak posléze vyzareny foton ma vzdy niz$i energii, coz se
projevi na barvé svétla. Déje-1i se uvoliiovani prebyte¢né energie bezprostfedné po expozici,
mluvime 0 fluorescenci, svétélkuje-1i latka i delsi dobu po expozici, jedna se 0 fosforescenci.

Stejné tak i protein GFP (Green fluorescent protein), ktery vyuzijeme pii lokalizaci hledané

bilkoviny, svétélkuje pod UV svétlem. GFP byl poprvé izolovan z medtizy Aequorea victoria
a dnes se hojné€ vyuziva v molekularni biologii pro lokalizaci mnoha druhi proteind.

Obrazek 9: Struktura GFP (zdroj: http://en.wikipedia.org/wiki/File:GFP_structure.png).
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Pouzité metody kdetekci mRNA NTP303 vazebnych regulacnich
proteiniti

1. Homogenizace pylu
Nasbirany pyl se homogenizuje za velice nizkych teplot tekutého dusiku. Homogenizace pylu

slouzi Krozruseni bunék pylu pro uvolnéni bunéénych struktur, které jsou nasledné
separovany na subcelularni funk¢ni frakce. Veskeré nasledujici kroky probihaji na ledu.

2. Subcelularni frakcionace

Metoda subcelularni frakcionace slouzi K rozdéleni bunék na nékolik frakci. Homogenat je
nejprve zbavovan nezadoucich slozek, jader, mitochondrii arozrusenych stén na stolni
chlazené centrifuze Sigma (typ 2-16K; 400 g po 10 minut v LS pufru). Dalsi subcelularni
separace tii pozadovanych frakci, polyzomt, RNP a EPP komplexti je popsana v popisu
obrazku ¢. 10.

+ LS buffer
400g, 10min and 20 000g, 15min 57 000 rpm, 3 h 20 min 55500 rpm, 18 h

post-mitochondrial supernatant post-polysomal fraction

sugrose cyshion

EPP+pbl free RNP
+ HSEP buffer

57 000 rpm, 3 h 20 min 55500 rpm, 18 h

sugrose cyshion

EPP Polysomes

Obrazek 10: Schéma subcelularni frakcionace na ultracentrifuze Backman L-70. VSechna stadia mikogametofytu
byla centrifugovana v LS pufru (viz pFilohy), prodistény homogenat byl navrstven na 30% cukerny
polstafek pripraveny ve frakcionaénim pufru (viz pFiloha) a centrifugovan po dobu 3 hodin a 20 minut p¥#i 57 000
rpm pii 4°C. Obé sloZky (supernatant i sediment) byly dale pouZity. Ze supernatantu jsme ziskali prodlouZenou
centrifugaci (18 hodin) pri ota¢kach 55500 rpm volné RNP. Zatimco ze sedimentu jsme po aplikaci HSEP
destabiliza¢niho pufru jsme vydélili EPP komplexy od polyzomii pomoci dalsi centrifugaci pi‘'es cukerny polStaiek za
stejnych podminek. EPP komplexy, inertni vii¢i destabiliza¢nimu pufru, sedimentovaly a polyzomy uvolnéné do
supernatantu byly nasledné centrifugovany prodlouZenou centrifugaci.

3. Extrakce proteinii
Pokud chceme ziskat proteiny obsazené v komplexech, které by se mohly podilet na blokaci
translace mRNA, musime je bud’ extrahovat nebo ziskat lyzi komplexd. Lyzaéni technika

nam umozni ziskat kvantitativné i kvalitativné optimalni vzorky. (Pro slozeni lyza¢niho pufru
viz ptiloha.)
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4. Kvantitativni stanoveni proteini
Je to metoda, ktera slouzi ke zméfeni koncentrace proteint v roztoku. Postupovali jsme podle

komer¢niho kitu 2-D Quant kit, firma GE Healthcare. Prvnim krokem je pfipravit si fadu
roztokli se znamou koncentraci proteinu albuminu. Zméfenim absorbance na
spektrofotometru se vytyC¢i kalibracni kiivka, od které lze odecitat hodnotu koncentrace
naseho vzorku.

5. 1-D SDS-PAGE proteint

Nézev lze prelozit takto: 1-D znamena jednodimenzionalni, tedy jednorozmérny, SDS
(dodecylsiran sodny) je detergent, ktery rozrusi konformaci proteinti, denaturuje je a prekryje
jejich elektricky naboj, takze déleni proteinli v elektrickém poli probiha pouze na zakladé¢
jejich hmotnosti. PAGE znamena polyakrylamidova gelova elektroforéza. Gel, ve kterém
dochazi k rozdéleni proteint, je tedy tvoien polyakrylamidem a bis-polyakrylamidem.

Acrylamide Bi= Polyacrylamide

CI":--?"' = -C"':-?H — —CH:—IIZH—CH:—CIH—CHJ-CIP'—
-?—G ?—D 'IZ—D :I—D CI—“.?

MH; TIJH HHz MHz MH

CH |

| : CH

MH |

| 5 t NH
G=0 v

CHa=CH =0 E= -

| [
— CHy— CH—CH;— CH— CH;—CH —

Obrazek 11: Struktura polyakrylamidu. Zdroj: http://216.74.34.73/m/37/Article/Bulletin_1156_1.jpg.

Princip elektroforézy spociva v tom, ze kazda elektricky nabitd molekula ma tendenci se
pohybovat v elektrickém poli. V piipadé zaporné nabitych proteind plati, Zze se pohybuji
k anod¢. Piekazkou je jim pravé zminény polyakrylamidovy gel. Gel je porézni a proteiny
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Vv ném putuji. Proteiny o nizs$i molekulové hmotnosti prochazeji gelem snadngéji, tedy rychleji.

Na rozdil od DNA horizontalni gelové elektroforézy je tu jesté zvlastnost ta, zZe jeden gel je
tvofen dvéma dilc¢imi gely, gelem zaostfovacim a rozdélovacim (pro slozeni gela viz ptilohy).
Zaostfovacim gelem je tvofen pouze prostor v okoli jamek pro nanaseni vzorkl a zhruba jesté
centimetrova ¢ast od dna jamky k délicimu gelu. V tomto prostoru se proteiny zbavuji
necistot, coz zpiesiiuje vysledek. V délicim gelu dochazi k prehlednému rozdéleni. K lepsimu
zaostfeni bandil (prouzkil na gelu) jesté¢ napomaha proménlivé elektrické pole.

Po skonceni elektroforézy mame vice moznosti, co s gelem udélat. Proteiny jsme bud’
vizualizovali barvou Coomassie Brilliant Blue G250, nebo jsme je ptenaseli pomoci blotovani
na nitrocelul6zovou membranu.

6. Barveni proteinii na gelu pomoci Coomassie Brilliant Blue G250
Gely se barvi roztokem Coomassie Brilliant Blue v alkoholu, poté se gely odbarvuji

a nakonec se promyvaji v destilované vod¢. Vysledkem jsou modré bandy.

Nejvétsi vihodou barveni za pomoci Coomassie Brilliant Blue je to, Ze gely je moZzné pozdéji
pouzit na sekvenaci proteind.
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7. Blotovani

Blotovani je pienos proteind z gelu na nitrocelul6zovou membranu. Blot se provadi v zafizeni
zvaném sandwich. Ten je tvofen plastovou kostrou, kterd mezi sebou svira dvé houbovité
desky, mezi nimiz je 6 vrstev filtratniho papiru auprostied je gel a nitrocelulézova
membrana.

Obrazek 12: Schéma blotovaciho sandwiche. Plastova kostra (¢erné), houbovité desky (€ervené), filtraéni papiry
(bledé modre), elektroforeticky gel (tmavé modie) a nitrocelulozova membrana (zelené); Sipka znazornuje smér
pohybu proteinii.

Ptenos probiha 16 hodin v nadrzi s blotovacim pufrem (slozeni viz ptilohy).
Membrana je nadale vyuzivana pii North-western hybridizaci a pro detekci glykoproteind.
8. North-western hybridizace

Hybridizaci membrany s pfenesenymi proteiny s izotopicky znafenymi useky mRNA
NTP303, které si na membrané ,,vyberou* ptislusny vazebny protein.

Detekce glykoproteini

Proteiny, které jsme analyzovali, pochazely z deviti vzorkd. Jsou to RNP, EPP komplexy
a polyzomy. Kazda frakce byla izolovéna z nezralych pylovych zrn 5. stadia, ze zralych zrn
a z pylovych lacek po ¢tyfhodinové kultivaci.

Prvnim roztokem pted detekci je pufr TTBS (viz ptilohy). Je to aktivacni roztok, ktery
piipravuje membranu K detekci. Nasleduje promyvani v TTBS obohaceném 0 Concanavalin
A. Concanavalin A je lektin ziskany z bobovité rostliny Canavalia ensiformis. Lektiny obecné
jsou proteiny, které maji schopnost vazat se na cukerné zbytky. Ocekavame tedy, Ze se navazi
na glykoproteiny pravé pres cukerné zbytky.

Membrana se promyva a nasledné nasycuje peroxidazou rozpusténou v TTBS pufru. Ta se
navaze na lektin. Piebyte¢na peroxiddza se z membrany vymyje ¢istym TTBS. Po dikladném
promyti se nasledn¢ prida chloronaftol (4-chloro-1-naftol) rozpustény v TTBS pufru.
Chloronaftol vizualizuje komplex (viz obrazek). Nasleduje posledni krok — pfidani peroxidu
vodiku. Peroxid je $t€pen pomoci peroxidazy, coz vede K barevné reakci — komplex zmodra.
Touto reakei vizualizujeme glykoproteiny na membrang.
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Obrazek 13: Schéma glykoproteinu (¢ervené), na kterém je pies cukerné zbytky (€erné) navazany lektin (zelené), na
kterém je navazana peroxidaza s chlofonaftolem (modfte).
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Prakticka cast

Pouzité metody jsou stru¢né charakterizovany v kapitole Metodika, pfesné protokoly préce,
podle kterych je mozné pokusy opakovat, jsou naopak pro svou rozsahlost vlozeny do pfiloh.
Proto je vtéto kapitole uveden pouze kratky souhrn ukont, které vedly K vysledkim,
s drobnymi komentafi a samotné vysledky.

Lokalizace proteinu p69

V prvni Casti prace jsme lokalizovali protein p69. Zakladnim krokem bylo vytvofit expresni
vektor pomoci klonovani. Z po¢atku jsme pouzivali metodu klonovani (MultiSite Gateway™,
firma Invitrogen). Pro jeji slozitost jsme se pozdéji rozhodli pro 0 néco jednodussi metodu
ptimého klonovani (pENTR™ Directional TOPO® Cloning, firma Invitrogen).

Nicméné piesny postup je nasledujici: nejdiive je nutné obstarat si vzorek DNA tabaku. DNA
tabaku jsme extrahovali z listh pomoci metody CTAB. Touto metodou jsme extrahovali
veskerou DNA. Vysledek jsme zméfili na Nanodropu. Abychom se zbavili nepotiecbné DNA
aizolovali jen gen NTP303, provedli jsme PCR. PCR produkt (gen NTP303) jsme izolovali
pomoci elektroforézy, diky které jsme 1 zjistili spravnost extrahované DNA. DNA NTP303
jsme z gelu vyfizli aizolovali pomoci Kitu QIAquick (firma QIAgen). Nasledovalo méfeni
pomoci Nanodropu.

Dalsim krokem je klonovani. Rekombinaci jsme vytvofili entry klon. Ten byl pomoci heat
shocku invertovan (vlozen) do kompetentnich bunék. Bunky se kultivovaly a selektovaly ptes
noc a druhy den jsme pokracovali ovéfovanim kolonii pomoci colony PCR. Kolonie, které
obsahovaly spravny plazmid (entry klon), jsme kultivovali v LB brothu s antibiotikem.
Zbunék jsme druhy den extrahovali entry klon pomoci Miniprepu. Ten jsme nasledné
oveétovali pomoci PCR, restrikéni analyzy a sekvenace. Vzorky, které se prokazaly jako
spravné, jsme pouzili pro tvorbu expresnich klonii pomoci LR rekombinace. LR rekombinace
probihala s destinaCnim vektorem ptes noc 16 hodin. Poté nasledovala opét transformace
kompetentnich bunék pomoci heat shocku. Tentokrat jsme vsak insertovali expresni klon.
Transformované buniky jsme pfes noc selektovali na plotnach s antibiotikem. Druhy den jsme
provedli colony PCR pro zjisténi, zda se expresni klon spravné vlozil do bunék. Kolonie se
spravnym insertem jsme opét kultivovali v LB brothu s antibiotikem. Nasledujici den jsme
izolovali expresni klon z bunék pomoci Miniprepu a provedli jsme ovéfovani pomoci PCR,
restrikéni analyzy a sekvenace. Pozitivni kolonie jsme opét kultivovali v LB brothu, tentokrat
vSak ve véEtSim mnozstvi, abychom mohli provést Midiprep. Expresni klon ziskany
Midiprepem jsme pouzili K ptipravé projektilti k transformaci pylu. Po transformovani pylu
byl kultivovan a nésledujici den byly pod fluorescenénim mikroskopem pozorovany pylové
lacky se signalem.
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Obrazek 14: Snimek pozitivni pylové la¢ky pod fluorescenénim mikroskopem (vlevo) a pod svételnym mikroskopem
(vpravo).

Pro porovnani muzete vidét snimek ze svételného a z fluorescenéniho mikroskopu. Je
zietelné, je jedna zlaCek obsahuje signal (ten je vyvolany fluorescenci proteinového
komplexu p69::GFP). Timto jsme potvrdili hypotézu 0 tom, ze protein p69 se nachazi ve
sténé pylové lacky. K podrobnéjsim analyzam bude vyuzit elektronovy mikroskop.

Detekce regulacnich proteini mRNA NTP303

Druhé ¢ast prace se zaobirala detekci regulacnich proteint mRNA NTP303 pomoci North-
western blotu, hybridizace protein-RNA. K blotu jsou tedy potieba dvé véci — templat ve
form& membrany s proteiny asondu jako usek RNA. Mym tkolem bylo vytvofit templat
v podobé elektroforeticky rozdélenych proteini na nitrocelulézové membrané. Sondu (téz
probu) vytvorit nemohu, protoze se k tomu vyuziva radioaktivng oznageny fosfor *P , se
kterym nemam opravnéni pracovat. Tuto ¢ast tedy obstara védecky pracovnik s povolenim.

Zestru¢nély postup je nasledujici: béhem vegetaéni sezony tabaku jsme sesbirali pyl. Ten se
uchovava v -20°C (za téchto podminek jeho biochemicka a funk¢ni aktivita vydrzi jeden rok)
a pozd¢ji se zpracovava. My jej pouzivali K ziskani polyzomd, RNP a EPP komplext. Toho
jsme dosahli nejprve homogenizaci pylu a Subcelularni frakcionaci. VSechny ziskané frakce
byly nasledn¢ také lyzovany ve dvojnasobné koncentrovaném vzorkovém pufru pro 1-D SDS
PAGE. Stanovili jsme jejich koncentraci pomoci (2-D Quant kit, firma GE Healthcare)
spektrofotometrem (typ BioMate3, od firmy Thermo). Z kalibra¢ni kiivky albuminu jsme
odecitali hodnoty nasich vzorkut. Proteiny jsme nasledné elektroforeticky rozdélili. V pfistroji
na elektroforézu se proteiny déli souc¢asné na dvou identickych gelech. Jeden gel jsme obarvili
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pomoci Coomassie Brilliant Blue G250, zatimco druhy jsme blotovali a dosahli
tak nitrocelul6zové membrany s rozdélenym proteinovym spektrem EPP komplexu.
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Obrazek 15: Coomassie Brilliant Blue obarveny gel z 1-D SDS PAGE (spektrum elektroforeticky rozdélenych
proteinii) tii subcelularnich frakei (polyzomii, EPP komplexi a RNP komplexti) izolovanych ze zrajicich pylovych zrn
(5. stadium), ze zralych pylovych zrn a z pylovych lacek po étyfech hodinach kultivace (Ma — hmotnostni marker, 1 —
polyzomy 5. stadia, 2 — polyzomy ze zralych pylovych zrn, 3 — polyzomy z pyl. Lac¢ek po ¢tyfech hodinach kultivace, 4
— EPP komplexy z 5).

Takova membrana uz je vhodna pro North-western hybridizaci — hybridizace protein-RNA.
Po hybridizaci jsou na membrané vidét jenom mista, kam nasedly radioaktivné oznacené
sondy. Proto se porovnava s gelem, ktery je obarveny Coomassie Blue a zjistuje se tak, na
jaké proteiny naseda sonda vytvoiena z iseki mRNA NTP303. Zjistime tak proteiny, které
nasedaji na mRNA NTP303 in vivo. Pro identifikaci konkrétnich vazebnych regulac¢nich
proteini je mozné vyfiznout kousek gelu s ozna¢enym bandem, izolovat protein a zjistit jeho
sekvenci aminokyselin. To uz je vSak otazka dalsich postupt.

Detekce glykoproteini

V posledni ¢asti jsme provedli pilotni pokus zkoumajici pfitomnost glykoproteinid. v RNP,
EPP apolyzomech v 5. stadiu vyvoje pylu, ve zralém pylu av pylové lacce po Ctyfech
hodinéch kultivace.

Glykoproteiny jsme detekovali na nitrocelul6zové membrané piipravené stejnym zpusobem
jako pro hybridizaci se sondami v pfedchozim ukolu.
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Obrazek 16: Western blot SDS PAGE membrana po detekci N-glykoproteini pomoci lektinu concanavalinu A. Ma —
hmotnostni marker, 1 — polyzomy 5. stadia, 2 — polyzomy ze zralych pylovych zrn, 3 — polyzomy z pyl. Lacek po
¢tyfech hodinach kultivace, 4 — EPP komplexy z 5.

Na obrazku muizeme vidét, ze napi. u vzorkli 2 a5 je vyssi mira glykosylace. Vzhledem
K tomu, ze glykosylace miva mit funkci regulacni, mizeme oc¢ekavat, ze proteiny ve stadiu
pylového zrna budou potladovany prave jejich glykosylaci.

Obrazek 17: Vyiez z pfedchoziho obrazku.

Napiiklad na tomto obrdzku muizeme vidét, Ze se mira glykosylace v riiznych vyvojovych
stadii neméni pouze kvantitativné ale 1 kvalitativné.
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Zaver a diskuze

V prvni ¢asti prace se nam podafilo lokalizovat protein p69. Lokalizovali jsme ho v bunécné
sténé pylové lacky. Dosud byla jeho pfitomnost v pylové lacce znama jenom z pokust, které
pracovaly s extrahovanou bunécnou sténou. Nyni se nam ale povedlo prokazat jeji umisténi in
situ — na misté. Vyloucili jsme tak i moznost, ze by se protein p69 vyskytoval i jinde nez
praveé v bunécné sténe.

V druhé ¢asti prace jsme pripravili nitrocelulézové membrany s elektroforeticky rozdélenym
proteinovym spektrem polyzomid, RNP a EPP komplext z 5. stddia vyvoje pylu, ze zralych
pylovych zrn a z pylovych lacek po 4 hodinach kultivace. Tyto membrany poslouzi k North-
western hybridizaci, se kterou budeme schopni urcit, jaké proteiny se vazou na mRNA
NTP303 a pravdépodobné ovliviuji jeji aktivaci ¢i deaktivaci a tim ovliviluji syntézu proteinu
p69.

Ve tieti ¢asti jsme analyzovali spektra N-glykoproteind objevujicich se béhem vyvoje
mikrogametofytu v jednotlivych komplexech (EPP a RNP komplexech a v polyzomech).
Pomoci lektinu cocanavalinu A jsme zjistili, ze skute¢né dochazi k témto zménam a nejenom
ke zménam kvantitativnim, ale i1 kvalitativnim. N-glykosylace ovliviiuje funkéni strukturu
proteinim. Tyto proteiny by mohly mit nejriznéjsi funkce vcetné regulac¢ni. Tyto predbézné
vysledky budou déle rozsifeny a jednotlivé budou N-glykoproteiny identifikovany.

Témito ulohami jsem se zapojil do vyzkumu Laboratofe biologie pylu na Ustavu
experimentélni botaniky AV CR, v. v. i. pod grantem Funkéni charakterizace unikétnich
zasobnich ribonukleoproteinovych ¢astic v pylu (p501/11/1462) udéleného pro zkouméani
regulace v sam¢im gametofytu (pylu a pylové lacce).
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Prilohy

Protokoly k experimentiim
K samotné praci piikladam jesté protokoly, podle kterych jsem pracoval a podle kterych je
mozné pokusy zopakovat.

Lokalizace p69

CTAB extrakce z rostlinnych pletiv
K izolaci DNA byl pouzit list tabaku (Nicotiana tabacum var. Samsun).
Postup:
1. Prvnim krokem je sbér rostlinného pletiva. List tabaku jsme si obstarali ve skleniku
Ustavu experimentalni botaniky. Vzorky jsme zamrazili v tekutém dusiku a rozdrtili
v misce s tlouckem. Drt’ jsme vlozili do zkumavek.
2. Pridali jsme 250 pul DNA extrakéniho pufru.
Rychle zvortexovali a vzorky temperovali pti pokojové teploté po dobu 20 minut.
4. V digestofi jsme ptidali 250 pl smési chloroformu a isoamylalkoholu (3-methyl-1-
butanol) v poméru 24:1 a peclivé zamichali.
5. Vzorky jsme 10 minut to€ili v centrifuze MiniSpin (Eppendorf) pfi rychlosti 13 000

w

rpm. Vodni (svrchni) fazi jsme pfemistili do nové zkumavky. Pfidali jsme 140 pl
izopropanolu.

6. Vzorky jsme ponechali 5 minut pii pokojové teploté.

7. Vzorky jsme zvortexovali avlozili do centrifugy na 7 minut pii 13 000 rpm. Po
ukonceni staceni jsme odstranili supernatant.

8. Pelet (sediment) jsme procistili 1 ml 99,8% etanolem a vzorky opét to¢ili 7 minut pti
13 000 rpm.

9. Odsali jsme etanol a zopakovali bod 11, abychom vzorky co nejvice prodistili.

10. Opét jsme odsali etanol a vzorky jsme susili 10 minut ve vakuu.

11. Vzorky jsme rozpustili v ddH,O a inkubovali pii teploté 55°C po dobu 5-10 minut.

12. Vzorky jsme zvortexovali a umistili do -20°C.

Kvantifikace

Koncentrace DNA Nicotiana tabacum byla 12,1 ng/ul (zméfeno pomoci spektrometru
NanoDrop 1000 od firmy Thermo SCIENTIFIC).

Phusion PCR

Z celkové genomové DNA byl pomoci Phusion PCR amplifikovan gen NTP303. Pouzili jsme
upraveny F primer. Ten na 5° konci obsahuje jesté sekvenci CACC, ktera zprostfedkovava
rekombinaci genu s plazmidem.

Primery:

NTP303_D-TOPO_F: CACCCTCGCAACGTGTGTATCCTAAAAC
NTP303_D-TOPO_R: TTACCCCTCCCCTTTGATTC

Ocekavana délka produktu je 2453 bp.



PCR Phusion
Reakéni smés:

HF pufr 5ul

dNTP 0,5 ul

MgClZ 1 p,l

Primer F I ul

Primer R 1 ul

DNA 1 ul

Phusion polymeraza 0,3 pl

H,O 152 ul

Celkovy objem 25 ul

CykKlus:
1. Denaturace: 98°C 2 min
2. Denaturace: 98°C 10s
3. Annealing: 55°C 20s
4. Elongace: 72°C 1min30s
5. Elongace: 72°C 10s
6. Stabilni faze: 4°C 0

Krok.y 2-4 se opakuji 40x
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23.07.12 PCR PHUSION NTP303

DNA elektroforéza

Gel na elektroforézu — 120 ml TAE a v tom 1,8 g agarozy — 1,5% gel

Voltaz byla proménna: 10 minut na 100 V a po deseti minutach jsme voltaz zvysili na 120 V.
Ocekavana délka produktu je 2453 pb. Obrazek ukazuje, Ze zvoleny band tomu odpovida.



Extrakce DNA z agardézového gelu pomoci protokolu QIAquck (od firmy QIAgen)

Hmotnost prvniho vzorku z gelu byla 126 mg (k tomu bylo pifidano 378 ul QG pufru —
rozpousti agarézu) adruhého 82 mg (ktomu bylo pfidano 246 ul QC pufru).

Postup:

1. Nejdiive jsme pomoci skalpelu vytizli fragment DNA z agar6zového gelu a co nejvice
jej ocistili.

2. Poté jsme vyiiznuty gel zvazili. K vzorku jsme piidali trojnasobny objem QG pufru nez
je hmotnost (objem) gelu (100 mg ~ 100 pl).

3. Vzorky jsme inkubovali 10 minut pii teplot¢ 50°C (nebo dokud se gel zcela
nerozpusti). K urychleni rozpousténi je mozné se vzorky zatfepat.

4. Zkontrolovali jsme, zdali se gel zcela rozpustil azdali se roztok zabarvil zluté.
(Oranzova nebo fialova barva znaci zasaditost roztoku, kterd by znemoznovala
nasledujici postup. V takovych piipadech se do vzorku titruje 3 M octan sodny s pH
5,0, dokud gel zcela nezezloutne.)

5. Do vzorku se ptida jeden objem izopropanolu. (Vazil-li vyfiznuty kousek gelu
napiiklad 100 mg, pfidava se 100 ul izopropanolu).

6. Mezitim jsme piipravili QIAquick spin kolonky jejich umisténim do 2 ml sbérnych
zkumavek.

7. Cely roztok jsme ptemistili do kolonek, které jsme poté jednu minutu centrifugovali,
pii 13000 rpm. (Maximalni objem kolonky je 800 ul, pfi ptevyseni tohoto objemu po
centrifugaci je mozné ptidat zbytek vzorku a opakovat centrifugaci.)

8. Po centrifugaci jsme odstranili kapalinu ze sbémé zkumavky (ta prosakla skrz
membranu v QIAquick kolonky, kde se uchytila DNA).

9. K procisténi se dale doporucuje piidat 0,5 ml QG pufru. Minutu jsme centrifugovali pti
13000 rpm a poté vylili odpadni roztok ze sbérné zkumavky. (Timto krokem se DNA
pfichycend na membrané procisti od zbytkl agardzy.)

10. Proc¢istovani jsme opakovali, tentokrat vSak s objemem 0,75 ml PE pufru.

11. Centrifugace 1 min, 13000 rpm.

12. Poté bylo tfeba odstranit zcentrifugovany roztok a na sucho kolonky jesté jednou stocit
po dobu jedné minuty pii 13 000 rpm.

13. Sbérnou zkumavku jsme poté vyhodili a kolonku jsme ptesunuli do klasické 1,5ml
zkumavky.

14. K vymyti DNA z kolonky jsme vyuzili 25 pl elu¢niho EB pufru. EB pufr jsme nechali
minutu pusobit a poté se minutu centrifugovat pii 13000 rpm.

15. DNA byla takto izolovana zagarézového gelu. Musela se zméfit na pfistroji

NanoDrop. S DNA jsme dale pracovali. Takto ptipravena DNA byla pouzita tvorbé
entry klonu NTP303::pENTR/D-TOPO.

Kvantifikace vzorku DNA
Pomoci NanoDropu 1000 (firma Thermo SCIENTIFIC) jsme zjistili koncentraci:

Cislo Koncentrac (ng/pl)
vzorku

NTP303 1 | 12,5

NTP303_2 |55

Priprava entry klonu

Pro obé reakce jsme zvolili pomér hmotnosti 10 ng NTP303 : 15 ng TOPO vektoru. Na
zaklad¢€ koncentraci sestavime reakéni smési:



Reakéni smés Obecné: pro vzorek 1: pro vzorek 2:

PCR produkt (DNA) 0,5-4 pl 0,8 pl 1,8 ul
Sul I ul 1 ul 1l
PENTR/D-TOPO 1ul 1 ul I ul
dd H,0O - celkovy objem 6 ul 3,2 ul 2,2 ul

Reakce probiha 30 minut pfi laboratorni teplot¢.

Transformace do kompetentnich bunék E. coli TOP 10

Poté jsou do smési pfidany kompetentni buiiky TOP10 (firma Invitrogen), které jsou
uchovévané v -80°C.

Reakéni smés (Shodna pro oba vzorky):
Kompetentni buiitky TOP10 25 ul
Entry klon NTP303::pENTR/ D-TOPO 3ul

Kompetentni buniky jsme s entry kolnem ponechali 30 minut na ledu a poté jsme provedli heat
shock (42°C, 45s ve vodni lazni).

Poté jsme k buiikam piidali 250 pl Zivného S.0.C. média. Bunky jsme dali do suché tiepacky
(1 hod, 37°C, 225 rpm). Dale celou smés jsme premistili na Petriho misku s LB agarem
obsahujici 50 pg'ml™ kanamycinu, ajemn& rozetfeli hokejkou po celém agaru. Misku
s agarem jsme vloZili do termostatu (37°C) a nechali jsme je pfes noc kultivovat.

Ovérovani kolonii pomoci colony PCR

Druhy den jsme na prvni plotné zaznamenali 57 a na druhé 60 kolonii.

Vytipovali jsme 10 kolonii z kazdé plotny, pieockovali je a provedli s nimi colony PCR.
Pomoci colony PCR pouze ovéfujeme, zdali se gen NTP303 rekombinoval s plazmidem
PENTR/ D-TOPO. Proto pouzijeme stejné, specifické primery, jako jsme pouzili
Vv piedchazejici Phusion PCR.

Colony PCR

Reakéni smés:

Pufr 2,5 ul
dNTP 0,5 ul
Primer F 1 ul
Primer R 1 ul

Merci polymeraza 0,15 pl
Bakterialni kolonie

dd H,O 19.85 ul
Celkovy objem 25 ul

Cyklus:
1. Denaturace: 96°C 10 min
2. Denaturace: 96°C 30s
3. Annealing: 58°C 30s
4. Elongace: 72°C 2 min 30s
5. Elongace: 72°C 10 min
6. Stabilni faze: 4°C o0

Kroky 2-4 se opakuji 40x



Ocekavana délka produktu je stejna jako pii Phusion PCR — 2453 bp.

Soubézné s ptipravou Colony PCR jsme si pfipravovali i bakterie ke kultivaci v suché
ttepacce (37°C, 225 rpm). Naslednou kulturu poté pouzijeme pro izolaci velkého mnoZzstvi
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Colony PCR NTP303: :pENTR/D-TOPO

¢istého entry klonu. K tomu jsme vyuZili procistovaci metodu Miniprep.

Miniprep

Kulturu kompetentnich bunék (5 ml) jsme po 16 hodinach v suché tiepacce vyjmuli a dale
jsme pokracovali podle protokolu purifika¢niho protokolu kitu GeneJet™ Plazmid Miniprep
od firmy Thermo scientific.

Cely postup probiha za laboratorni teploty. VSechny nasledujici centrifugace nesmi probihat
pfi vy$8im g nez je 12 000 g. (Tzn. 10 000 — 14 000 rpm, zavisi na typu rotoru.)

1.

Sérii centrifugaci se oddéli buiiky od zbytku zivného média. Po usazeni veSkeré
bunééné hmoty jsme resuspendovali buiiky v 250 pl resuspendacniho pufru. To slouzi
k rozvolnéni pelletu, ktery vznikl predchazejici centrifugaci.

Poté jsme ptidali 250 pl lyzaéniho pufru. Ten slouzi klyze bunck. Je nutné
roztok jemn¢ zamichat oto¢enim zkumavek 4-6x.

Poté jsme pfidali 350 pl neutralizanihu pufru. Vzorky jsme opét jemné promichali
obracenim zkumavek, opét 4-6X.

Vzorky jsme nechali 5 minut na led€, poté jsme je centrifugovali po dobu osmi minut.
To slouzi k usazeni pozustatkti bunék a chromozomi.

Dale jsme premislili supernatant do specialnich kolonek GeneJet™ (ty jsou zasazené
do sbérnych zkumavek) pipetovanim.

Vzorek jsme centrifugovali po dobu jedné minuty. Po centrifugaci jsme odstranili
procentrifugovany roztok ze sbérnych zkumavek.
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7. Nasledn¢ jsme piidali 500 pl Cisticiho pufru. Centrifugovali jsme po dobu 30-60
sekund. Poté jsme pfidali roztok ze sbémych zkumavek. Tento krok slouzi
k odstranéni veskerych necistot a zbytku z bunék od plazmidové DNA.

8. Opakovali jsme krok kroku ¢islo 7.

9. Pro uplné odstranéni zbytku ¢isticiho pufru jsme kolony centrifugovali jesté jednou,
tentokrat vSak bez zadného pufru.

10. Poté jsme kolonky GeneJet™ piemistili do nové tradi¢ni 1,5 ml zkumavky. Ptidali
jsme 50 pl eluéniho pufru na stfed membranky kolonky. Soustava jsme inkobovali 2
minuty pii laboratorni teploté a poté jsme jej centrifugovali po dobu 2 minut.

11. Po odstranéni kolony zbyla tradi¢ni mikrozkumavka s roztokem plazmidu. Plazmid
uchovavame pii teploté -20°C.

Tabulka koncentraci plazmidi ziskanych pomoci Miniprepu:

Plazmid Koncentrace
(ng/pl)

NTP303::pENTR D- | 128,87

TOPO 1

NTP303::pENTR D- | 221,77

TOPO 2

Ovérovani entry klonu NTP303::pENTR/D-TOPO

Ovérovani pomoci PCR

PCR
Reak¢ni smés:
Pufr 2,5 ul
dNTP 0,5 ul
Primer F 1l
Primer R 1 ul
Merci polymeraza 0,15 pl
DNA 1 ul
dd H,O 19.85 ul
Celkovy objem 25 ul
Cyklus:
1. Denaturace: 96°C
2. Denaturace: 96°C
3. Annealing: 58°C
4. Elongace: 72°C
5. Elongace: 72°C
6. Stabilni faze: 4°C

Kroky 2-4 se opakuji 40x

2 min
30s

30s

2 min 30s
10 min
o0
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overovani miniprep PCR
NTP303: : pERTR/D-TOPO

Ovérovani pomoci restrikce

Pro ovéfeni vektoru NTP303::pENTR/D-TOPO jsme uskute¢nili dvé restrikéni reakce.
Reakce byly pfipraveny na zaklad€ tidajii z programti NTI Vector a Double Digestion (délka
fragment®) a Thermo scientific.

1. Reakce:
Plazmid 2,5 ul
Pufr O 1 ul
Restr.en. ECORV 2 pul
Restr. en. Not 1 pul
dd H,O 3.5 ul
Celkovy objem 10 pl

Ocekavana délka fragmentd pro prvni reakci je 2 597 a 2 434 pb.

2. Reakce:
Plazmid 2,5 ul
Pufr T 1 ul
Restr. en. ApaLl 1 ul
Restr. en. Ncol 1 ul
dd H,O 4,5 ul
Celkovy objem 10 pl

Ocekavana délka fragmentd pro prvni reakci je 2 659 a 2 373 pb.

Ptipravené reakce se umisti se do termostatu na 2 hodiny pfi teploté 37°C.

Vil
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ovéfovani miniprep_restrikce

NTP303: : pENTR-D-TOPO

(nesté. = nestépeny, negativni kontrola)

Ovérovani pomoci sekvenace

Vzorky byly odeslany na Ustav parazitologie Univerzity Karlovy v Praze k sekvenaci.

Reakeéni smés:

Plazmid (150-300ng/pl) 1ul
Primery Specificke (F/R; 3,2-5 pmol) Tul
ddH,O 12ul

Celkovy objem 14 pl

Vysledek sekvenovani byl pozitivni.

LR rekombinac¢ni reakce
Touto reakei se vytvoti expresni klon NTP303::pKGWFS7,0

Nazev vzorku Koncentrace
(ng/pl)

NTP303::pENTR/D-TOPO | 351

pKGWEFS7,0 178

VIl



Reakéni smés pro 1. vrozek: pro 2. vzorek:

Entry klon NTP303::pENTR/D-TOPO 1ul 0,5 ul
Destina¢ni vektor pKGWFS7,0 1ul 1 ul
TE buffer pH8,0 2 ul 2,5 ul
LR klonazni II enzymaticky mix 1 ul 1 ul
Celkovy objem 5ul 5l

(Reakéni smes se nejdiive namichd, ovsem bez LR klonazniho II enzymatického mixu. Ten je
uchovavan pii teploté -80°C. Rozmrazovani zabere cca 2 minuty. Po pouziti LR klondzni mix
putuje zpét do teploty -80°C.)

Tyto reak¢ni smésy se ponechaji pies 16 h v termostatu pii teploté 25°C.

Pro ukonceni rekombinac¢ni reakce se do reakéni smési ptida proteindza K — 0,5 pl. Ta $tépi
LR klonazy — zastavuje tak reakci.

Transformace kompetentnich bunék destina¢nim vektorem NTP303::pKGWFS7,0

Do prvniho vzorku jsme ptidali 25 pl a do druhého 50 pl kompetentnich bunék.
Transformace nejdiive probiha 30 minut na ledu.
Poté se provadi heat shock — 45 sekund ve vodni lazni s 42°C.

Kultivace transformovanych kompetentnich bunék

Do prvniho vzorku jsme ptidali 250 pl a do druhého 500 pl zivného S.0.C. média.
Vzorky jsme nechali hodinu kultivovat v suché tiepacce pii 37°C a 225 rpm.

Poté jsme kultury nanesli na agarové plotny s antibiotikem spektinomycin 100 pg-ml™.
Plotny jsme inkubovali pfes noc v termostatu pii 37°C.

Ovérovani kolonii pomoci Colony PCR
(Stejné jako pfi tvorbé entry klonil.)
Zarovnej cisla do rady

PCR

Reakéni smés:

Pufr 2,5 ul
dNTP 0,5 ul
Primer F 1 ul
Primer R 1 ul

Merci polymerdza 0,15 pl
Bakterialni kolonie -

dd H,O 19.85 ul
Celkovy objem 25 ul
Cyklus:
3. Denaturace: 96°C 2 min
4. Denaturace: 96°C 30s
5. Annealing: 58°C 30s
6. Elongace: 72°C 2 min 30s
7. Elongace: 72°C 10 min
8. Stabilni faze: 4°C 00

Kroky 2-4 se opakuji 40x
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colony PCR NTP303::pKGWES7 .0

Vysledek elektroforezy byl pozitivni. Nabrali jsme vzorek z namnozené kultury na agarové
plotné a nechali jsme burky kultivovat ptes noc v LB brothu v suché tiepacce pii 37°C a 225
rpm.

Vytvofené zasobni glyceroly 700 ul + 300 pl 50% glycerolu jsme nasledné ulozili
do mrazaku pii -80°C.

Miniprepy
Podle stejného protokolu nahofte.
Koncentrace entry klonii z Miniprepu byla zmétena na pfistroji NanoDrop.

Vzorek Koncentrace (ng/ul)

NTP303::pKGWFS7,0_1 | 91,89

NTP303::pKGWFS7,0_2 | 110,28

NTP303::pKGWFS7,0_3 | 115,99

NTP303::pKGWFS7,0_4 | 301,09

Ovérovani Miniprepu

Ovérovani pomoci PCR

PCR

Reakéni smés:

Pufr 2,5 ul

dNTP 0,5 ul

Primer F 1 ul

Primer R 1 ul

Merci polymeraza 0,15 pl

DNA 1 ul

dd H,O 19,85 ul

Celkovy objem 25 ul

Cyklus:
1. Denaturace: 96°C 10 min
2. Denaturace: 96°C 30s
3. Annealing: 58°C 30s
4. Elongace: 72°C 2 min 30s
5. Elongace: 72°C 10 min
6. Stabilni faze: 4°C 00
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ovérovani miniprep PCR
NTP303: : pKGWFS7 .0

Kroky 2-4 se opakuji 40x.

Ovérovani pomoci restrikce

Pro ovéfeni vektoru NTP303::pKGWFS7,0 jsme uskutecnili dvé restrikéni reakce. Reakce

«
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byly pfipraveny na zakladé tidaju z programt NTI Vector a Double Digestion.

1. Reakce:
Plazmid 2,5l
Pufr B 1l
Restr. en. Sacll (Cfr42l) 1 ul
dd Hgo 5,5 Lll
Celkovy objem 10 ul

Ocekavana délka fragmentd pro prvni reakci je 10 780, 2 516 a 234 pb.

2. Reakce:
Plazmid 2,5ul
Pufr B 1wl
Restr. en. Apal 1 ul
Restr. en. Bsal (Eco31l) 2 ul
dd Hzo 3,5 Lll
Celkovy objem 10 pl

Ocekavana délka fragmentd pro prvni reakci je 7 228 a 6 305 pb.

Xl
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overovani miniprep_restrikce NITP303::pKGWFS7,0

Ovérovani pomoci sekvenace
Vzorky byly odeslany na Ustav parazitologie Univerzity Karlovy v Praze k sekvenaci.
Reakéni smés:

Plazmid (150-300ng/pul) Tul
Primery Specificke (F/R; 3,2-5 pmol) Ll
ddH,0 12pl
Celkovy objem 14 pl

Vysledek sekvenovani byl pozitivni.
LY erted: nons  Sample: KASLZ |File: CDocuments and Settingslsoleovak Plocha W TE303_pEGWES?_L_prim pEGWES?_R (17,21

250 @ 270
GAGC TGGCATGGACAGGC COTTOAC GATACC GCAGAGAGGATGGTTGTCTGGGAT GTTGTAT TCATCCC TCAATOAGCGOGCTTO GO0 AGAGAACAC

bt oo

Proto byly kompetentni buiiky s vektorem NTP303::pKGWFS7,0 byly ze zasobnich
glycerolovych roztokl uchovavanych v -80°C.

Kompetentni bunky byly nejdfive kultivovany ve zkumavkach5 ml LB média a5 pl
antibiotika spektomycin 100 pug-ml™ v suché tiepacce po dobu 8 hodin, pii teploté 37°C a pfi
225 rpm.

Po osmi hodinach se kultura pieockovala v poméru 1:1 000 do Erlenmayerovych ban¢k s 50
ml téhoz média. Kultivace probihala ptes noc (cca 16 hodin) v suché tfepacce pii 37°C a 225
rpm.

Po ukonceni kultivace byla zmétena koncentrace bunek v kultufe pomoci spektrometru.

Xl



Absorbance (600 nm)
1 1,387
2 1,382

Midiprep protokol podle Kkitu od firmy Thermo scientific (GeneJET Plazmid
Midiprep Kit)

1.

10.

11.

12.
13.

14.

15.

Cel¢ médium jsme staceli v 50 ml falkonach po dobu 10 minut pii 5 000 g. Poté jsme
odstranili supernatant.

Bunéény pelet jsme resuspendovali pipetovanim nahoru adolu ve2 mi
resuspendacniho pufru.

Poté jsme ptidali 2 ml lyza¢niho pufru a Setrné vzorek zamichali oto¢enim falkony 4-
6x. Roztok jsme poté 3 minuty inkubovali pii pokojové teploté.

Nasledné jsme ptidaali 2 ml neutraliza¢niho pufru a opét jsme opatrnym otacenim (5-
8x) roztok zamichali.

Poté jsme pridali 500 pl endotoxin binding reagentu. Cely roztok jsme zamichali
Setrnym prevracenim zkumavky (5-8x). Cela smés se 5 minut inkubovala pii pokojové
teploté.

Poté jsme roztok centrifugovalie 20 minut pii 20 000 rpm.

Supernatant jsme piemistili do 15ml falkon. K tomu jsme pfidali stejny objem (jako
bylo supernatantu) 96% etanolu. Smés jsme opét michali pfetacenim zkumavek (5-
6X).

Poté jsme premislili maximalné 5,5 ml vzorku do kolonek, které jsou soucasti kitu.
Nasledné jsme centrifugovali po dobu tfi minut pii 2 000 g v centrifuze s vykyvnym
rotorem.

Opakovali jsme krok 8.

Poté jsme piidali 4 ml &isticiho roztoku I. Nasledné jsme centrifugovali po dobu 2
minut pti 3 000 g ve vykyvném rotoru. Odstranili jsme piebyte¢ny roztok.

Nasledné jsme piidali 4 ml ¢isticiho roztoku II. Opét jsme centrifugovali ve vykyvném
rotoru 2 minuty pti 3 000 g. Odstranili jsme piebyte¢ny roztok.

Opakovali jsme krok ¢islo 11 s Cisticim roztokem II.

Pro tplné odstranéni piebytecného roztoku jsme centrifugovali 5 minut pti 3 000 g
opét ve vykyvném rotoru.

Ke konci jsme ptemistili kolonku s plazmidem do ¢isté falkony. Ptidali jsme 200 pul
elu¢niho pufru doprostied membrany. Elu¢ni pufr jsme nechali 2 minuty pasobit pti
pokojové teploté a poté jsme centrifugovali 5 minut pfi 3 000 g.

Izolovany plazmid uchovavame pii teploté -20°C.

Koncentrace vyizolovaného plazmidu jsme zméfili na pfistroji NanoDrop.

Vzorek Koncentrace ng/ul
NTP303::pKGWFS7,0 1 327,46
NTP303::pKGWFS7,0 2 307,76

X1




BPDS - Biolistic® PDS-1000/He Particle Delivery System (firma BIORAD)
Piistroj slouzi K transientni transformaci rostlinnych pletiv.

Na kazdych 5 mg pylu se ptida 100 ul SMM-MES média a dlouze se vortexuje pro uplnou
disperzi pylu v médiu.

Mezitim jsme si pfipravili naboj:

Smés pro jeden vzorek:

Zlaté castice (v glycerolu, praimér 1,6 um) 6,25 ul
Plazmid (cca 1pg/pl) 3ul
2,5 M CaCl2 6,25 pl
0,1 M spermidin 2.5 ul
Celkovy objem 18 pul

Smés jsme 3 minuty vortexovali, aby doslo k navazani plazmidu na zlaté partikule.

Smés se poté promyje 200 pl 70% etanolu. Etanol jsme odstranili a smés promyli 200 pl 100
% etanolu. Poté jsme piidali 10 ul 100% etanolu na jeden vzorek.

Néboj jsme vytvorili tak, ze na membranu usazenou v kovovém krouzku jsme napipetovali 10
10 pl suspenze zlata s plazmidem a etanolu.

Po nastiileni pylu jsme kazdy jeho vzorek nechali kultivovat v Petriho miskach s 2 ml SMM-
MES média na Mini rocking platform (firma Biometra). Kultivovali jsme 6 vzorkl; dva
vzorky 4 hodiny, dal$i dva 6 hodin a posledni dva O/N (over night, cca 16 hodin).

Kultiva¢ni médium pro pvlové lacky SMM-MES (sugar mineral medium MES-buffered):

175 mM sachardza (apyrogenni)
1,6 H3BO3

3 mM Ca(N03)2.4H20

0,8 mM MgSO,4.H,0

1 mM KNO3

25 mM MES

KOH do pH 5,9

Sterilizace 100 °C 40 minut

Pozorovani - fluorescenc¢ni mikroskopie
Kazdy vzorek jsem na Petriho miskach mikroskopoval pod fluorescenénim mikroskopem.

Roztoky pro vytvoreni nitrocelulé6zovych membran pro North-western hybridizaci

Homogenizac¢ni pufry pro subcelularni frakcionaci:

Pufry Ls pufr HSEP pufr
Tris-Cl, pH 9,0 200 mM 200 mM
KCI 25 mM 500 mM
MgOAc 60 mM 2 mM
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DTT 2mM

PMSF 0,5 mM

PTE 1%
Cykloheximid 1 mM

EDTA, pH 8,0 -

Puromycin -

Sacharéza 250 mM
Elektroforeticky pufr 10x (zdsobni roztok bez SDS):
Tris (250mM) 30,3¢g

Glycin (1,92 M) 144 g

Doplnit vodu do 1000 ml

Elektroforeticky pufr pro 1-D SDS PAGE:

10x zasobni roztok 100 ml
10% SDS 10ml
H,O 890 ml
Celkovy objem 11

Lyzacni pufr:
100mM Tris-Cl 6,8

4% SDS
0,IM DTT

Vzorkovy pufr pro 1-D SDS PAGE:
2x tedény lyzacni pufr s 10% glycerolem.

SloZeni elektroforetickych geli:

Gel délici
Voda 18,25 ml
Akrylamid/bis-akrylamid (Biorad, 40%T, 37,5:1) 12,5 ml
Tris-Cl pH 8,8 (1M O) 18,75 ml
Tris-Cl pH 6,8 (0,5M 0) -

SDS 10% 0,5ml
Persiran amonny 44% 125 ul
Temed 24 ul

2 mM
0,5 mM
1%

50 mM
0,2 mM
250 mM

zaostrovaci
12,3 ml
2,5 ml
5ml
0,2mil
31,2 ul

30 ul

Toto mnozstvi je pro 4 gely. Posledni dvé slozky jsou crosslinkery, katalyzuji polymeraci

akrylamidu.

SloZeni blotovaciho pufru:

10x Tris-glycin 100 ml
Metanol 200 ml
d H,0O 700 ml
Celkovy objem 11

Commassie Brilliant Blue G250

Barvici roztok:
5% siran hlinity 50 g na 400 ml H,O

XV



0,02% CBB G250 200 mg ve 100 ml etanolu

2% kyselina ortho-fosfore¢na 23,5 ml
Celkovy objem 11
Odbarvovaci roztok:
10% etanol 100 ml
2% kyselina ortho-fosfore¢na 23,5 ml
Celkovy objem 11
Protokol k detekci glykoproteinii
1) TTBS pufr
Ptiprava:
500mM roztok NaCl
80mM roztok Tris-Cl pH 7,6
0,1% Tween 20
500 mlI TTBS
Membrana se po dobu jedné hodiny aktivuje v TTBS pufru.
2) Concanavalin A:
Piidava se do TTBS pufru v koncentraci 2,5 mg concanavalinu A na 100 ml TTBS.
V tomto roztoku se membrana promyva po dobu jedné hodiny.
3) Pro odplaveni pfebyte¢ného concanavalinu se membrana promyva pil hodiny v Cistém
TTBS pufru.
4) Pul hodiny se membrana inkubuje v roztoku TTBS s peroxidazou v koncentraci 5 mg
peroxidazy na 100 ml TTBS.
5) Membrana se opét promyva v ¢istém TTBS po dobu tficeti az pétactyticeti minut.
6) Piidava se roztok chloronaftolu.
45 mg chloronaftolu se rozpusti v 15 ml metanolu s 60 ml 10mM Tris-Cl pH 6,8
7) Posledni krok je prikapavani peroxidu. Za¢ina se na 15 ul a pokracuje se do takového

objemu, dokud peroxid4dza nezareaguje a nezmodra.
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