Univerzita Palackého

Prirodovédecka fakulta
Katedra biochemie

Experimentalni metody studia
obranné reakce rostlin

(KBC/EMORR)

FRVS projekt 2043/2011/G4



1. PRIPRAVA ROSTLINNEHO MATERIALU

1.1. Teoreticky Gvod
1.1.1. Charakteristika rodu Solanum

Z dosavadnich vyzkumt vyplyva, Ze mezi planymi druhy rodu Solanum byla
nalezena rezistence vuci témétr vSem zavaznym chorobdm a Skiidciim rajcete. Rod Solanum
1ze rozdélit na dva komplexy, tzv. esculentum-komplex a peruvianum-komplex.

Esculentum-komplex zahrnuje celkem Sest druhii, tfi z nich (S. Ilycopersicum,
S. cheesmanii a S. pimpinellifolium) se vyznacuji syntézou barevnych karotenoidii v plodech,
tti dal$i druhy (S. habrochaites, S. parviflorum a S. pennellii) jsou zelenoplodé. Vsichni
zastupci tohoto komplexu jsou bez problému kiizitelni s komerénimi odriidami rajcete.

Peruvianum-komplex sestavda ze dvou zelenoplodych druht (S. peruvianum
a S. chilense). Tyto dva druhy, které jsou nositeli vyznamnych vlastnosti, se vyznacuji
problematickou sexualni kiizitelnosti s S. lycopersicum. Tato sexualni inkompatibilita mize
byt piekonana pouzitim tzv. genotypl-mostd, nebo pomoci nékterych modernich metod
bunécné biologie, jako je napf. technika "embryo-rescue" a somatickd hybridizace. Také
oblast molekularni biologie poskytuje dal§i moznosti pii Slechténi rajcete, zejména klonovani
gentl odpovédnych za rezistenci a moznost jejich inkorporace do genomu rajcete (Lebeda &
Mieslerova, 1998).

Na katedfe biochemie a botaniky se k experimentim nejCastéji pouzivaji tyto tii
genotypy Solanum spp.: S. lycopersicum cv. Amateur - vysoce nachylny, S. habrochaites —
vysoce rezistentni a S. chmielewskii (LA 2663) — stiedné rezistentni.

1.2. Experimentalni vybaveni
Material:
Kvétinace, perlit, plastové kelimky, raselina, zahradnicky substrat.

Rostlinny materidl:
Semena S. lycopersicum cv. Amateur, S. habrochaites, S. chmielewskii

Pristroje:
Fytotron.

1.3. Pracovni postup
1.3.1 Péstovani rostlin ve skleniku (fytotronu)
1. Semena vysejeme do plastovych kelimku s perlitem o priméru 7 cm.
2. Sazenice splné¢ vyvinutymi dé€loZnimi listy pfemistime do plastovych kelimka
o priméru 7 cm obsahujicich zahradni zeminu/raselinu v poméru 2:1 (v:v).
3. Rostliny péstujeme ve fytotronu pii konstantni teploté 20 °C a fotoperiodé¢ 12/12 h
(den/noc). Pro vlastni experiment pouzijeme rostliny ve stafi 10, 30 a 45 dnd.




2. S-NITROSOGLUTATHIONREDUKTASA

Teoreticky uvod

Oxid dusnaty (NO) je molekula s velice kratkou dobou zivota, pfitomna v rostlinnych i
zivociSnych buikéach v podobé plynného radikalu. Jako signdlni molekula zastava tadu
dilezitych funkci ve fyziologickych 1 patofyziologickych procesech. S-Nitrosace jako
mechanismus zprostfedkovavajici ptisobeni NO. Jedna se o reakci probihajici bez enzymové
katalyzy, o reversibilni kovalentni vazbu —NO skupiny na —SH skupinu cysteinu v cilovém
proteinu (Hoffmann et al., 2003).

S-Nitrosothioly (RSNO), slouceniny s obecnou strukturou RS-NO, jsou ve srovnani
s NO stabilngjsi latky s delSim polo¢asem zivota. In vivo slouzi predevsim jako zasobni a
transportni formy NO. Byly detekovany v intracelularnich i1 extracelularnich prostorech.
Nejhojngji zastoupeny nizkomolekuldrni S-nitrosothiol pfedstavuje S-nitrosoglutathion
(GSNO; Obr. 1).
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Obr. 1. S-nitrosoglutathion (GSNO)

Distribuce GSNO a obecné¢ vSech RSNO v riznych tkanich je nestejnomérna. Ptispiva
k tomu nemoznost prostupu bunéénou membranou a S-nitrosoglutathionreduktasa (GSNOR),
kli¢ovy enzym katabolismu GSNO.

S-Nitrosoglutathionreduktasa byla diive ozna¢ovéana jako alkoholdehydrogenasa tiidy
IIT (ADH3; EC 1.1.1.1). Enzymy z rodiny alkoholdehydrogenas se d¢li do tii tiid dle
preferovanych substrati. ADH3 se jako vysoce konzervované a ubikvitinylované enzymy
nalézaji u prokaryot i eukaryot. Enzym je zndmy také jako glutathion-dependentni
formaldehyddehydrogenasa (FALDH; EC 1.2.1.1). V poslednim desetileti bylo zjisténo, ze
tento enzym in vivo katalyzuje rozklad GSNO a byl oznacen jako GSNOR.

GSNO je upfednostiovanym substraitem GSNOR (Jensen et al., 1998).
V extracelularnich tekutinach, kde je minimalni nebo vibec zadna aktivita GSNOR, byla
detekovana vyssi hladina GSNO (Gaston et al., 1993), zatimco v bunikdch GSNO detekovan
nebyl (Liu et al., 2001). NADH-dependentni rozklad GSNO na disulfid (GS—SG) a amoniak
lze popsat rovnicemi I — III (Liu et al., 2001).

()  GS-NO + NADH + H" — GS-NHOH + NAD"
(Il  GS-NHOH + NADH + H" — GS-NH, + NAD" + H,0
(Il)  GS-NH; + GSH — GS-SG + NH;j

Ackoliv je tento enzym vysoce specificky pro GSNO, nepfimo kontroluje také
intracelularni hladinu RSNO (Liuetal.,, 2001). Regulace RSNO timto enzymem byla
potvrzena u Arabidopsis (Feechan et al., 2005). ProtozZe je tento enzym exprimovan vSude,
predpoklada se jeho role v ochrané proti nitrosaénimu stresu.



GSNOR miize katalyzovat také oxidaci S-(hydroxymethyl)glutathionu (HMGSH) na
S-formylglutathion za ucasti NAD" jako koenzymu. Od roku 2005 se v klasifikaci enzymi
pouziva i oznaceni S-(hydroxymethyl)glutathiondehydrogenasa (EC 1.1.1.284), systematicky
nazev je S-(hydroxymethyl)glutathion:NAD" oxidoreduktasa.

Aktudlné je oznaceni S-nitrosoglutathionreduktasa nejbéznéji pouzivanym oznacenim
enzymu EC 1.1.1.284. Tento nazev doposud nebyl schvidlen Mezindrodni komisi pro
biochemii a molekularni biologii NC-IUBMB (Nomenclature Committee of the International
Union of Biochemistry and Molecular Biology), nicméné je téméf vyhradné pouzivanym
nazvem ve védeckych publikacich.



2.1. Stanoveni aktivity S-nitrosoglutathionreduktasy

2.1.1. Teoreticky uvod
2.1.1.1. Spektrofotometrické stanoveni

Mnoho latek pohlcuje elektromagnetické zéateni ve viditelné nebo ultrafialové ¢asti
spektra. Mira, jakou latka pohlcuje svétlo riznych vinovych délek, je absorpéni spektrum.
Me¢éfteni absorpce svétla vzorkem patii mezi nejpouzivanéjsi techniky v biochemii.

Mnozstvi svétla urité vinové délky, které proslo vzorkem, popisuje veli¢ina

transmitance (T). Ta je definovana jako podil intenzity svétla, které proslo vzorkem (! ), a
!

intenzity svétla, které do vzorku vstoupilo (fa) — lo. Aby doslo k vylouceni
nespecifickych ztrat intenzity svétla, v praxi se pouziva tzv. slepy vzorek (referen¢ni vzorek,
blank). Slepy vzorek je vzorek, ktery obsahuje vSechny slozky jako neznamy vzorek
s vyjimkou stanovované latky. Intenzita svétla prochdzejiciho nezndmym a slepym vzorkem
se zm¢ii za stejnych podminek a transmitance je potom definovana jako podil intenzity svétla,

které pro§lo neznamym vzorkem (=), a intenzity svétla, které proslo slepym vzorkem (&) —
I,

Is. Transmitance roztoku, ktery obsahuje stanovovanou latku, zavisi na vlastnostech
absorbujici latky, pouzité vinové délce, mnozstvi absorbujici latky a délce optické drahy.

Matematické zavislost byla Augustem Beerem definovéana jako T = 107%*% kde je molarni

absorpéni koeficient, ! je délka optické drahy, ¢ je koncentrace absorbujici latky.

Veli¢inou pouzivanou ve spektrofotometrii je absorbance (A), mnozstvi svétla, které
bylo pohlceno méfenym vzorkem. Na zaklad¢ transmitance je absorbance definovana jako
4 =-WRT Jedna se o bezrozmémou veli¢inu. Absorbance je pfimo iméma koncentraci
absorbujici latky, jak popisuje Lambert-Beertiv zdkon, ktery ma podobu 4 = (.{.¢ | kde
(Lmol™.cm™) je molarni absorpéni koeficient, ! (cm) je délka optické drahy, ¢ (mol.I) je
koncentrace.

Pro stanoveni aktivity GSNOR spektrofotometricky muize byt vyuzita
S-nitrosoglutathionreduktasovd nebo glutathion-dependentni formaldehyddehydrogenasova
aktivita enzymu (Sakamoto et al., 2002). V obou piipadech je sledovan ubytek/tvorba
redukovaného nikotinamidadenindinukleotidu (NADH). Oba pfistupy umoziiuji také detekci
aktivity GSNOR v gelech po nativni elektroforéze.

2.1.1.2. Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

Elektroforéza, neboli migrace iontl v elektrickém poli, se velmi ¢asto pouziva pro
analytické déleni biologickych latek. Gelova elektroforéza patii mezi nejpraktictéjsi a
nejvykonnéj$i metody pouzivané pro déleni makromolekul. Pouzivané nosice by mély byt
stabilni a inertni, musi byt vodivé a jejich struktura nesmi branit putovani ionti ve vodném
prostiedi. U bézné pouzivanych gell, jako je agarosa nebo polyakrylamid, je mozné ovlivnit
velikost jejich poért. Separace molekul je zaloZena jednak na elektroforetické pohyblivosti
délenych latek, jednak na velikosti molekul. Pti gelové elektroforéze se velké molekuly oproti
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Bézné pouzivanym nosi¢em je polyakrylamidovy gel, ktery je inertni, mechanicky
pevny, prihledny a skytd moznost pfipravy nosice riznych piredem urcenych vlastnosti
(hustota zesit'ovani gelu, gradient hustoty gelu aj.). Polyakrylamidovy gel vznik4 polymeraci
akrylamidu (AA) a N,N‘-methylenbisakrylamidu (BIS), ktera je zahijena volnymi radikaly
vzniklymi pii rozkladu persiranu amonného (APS; S,05> — 2 SO4™) nebo pii rozlozeni
riboflavinu plsobenim svétla za pfitomnosti malého mnozstvi O,. Do smési se vzdy pridava
stabilizator volnych radikald TEMED (N,N,N‘,N‘-tetramethylendiamin).
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akrylamid N,N'-methylenbisakrylamid

Fyzikalni vlastnosti gelu a velikost pord jsou dany podilem polyakrylamidu v gelu a
stupném zesit'ovani (linearni fetézce vznikaji spojovanim monomert AA, pficné vazby mezi
nimi jsou tvofeny BIS — stupeni zesitovani 1ze ovlivnit zménou poméru AA/BIS). Nejcastéjsi
celkové koncentrace AA jsou 3-15 % (znaci se % T), pfiCemZ koncentrace BIS obvykle
odpovidéa 5 % z celkového mnozstvi akrylamidu (znaci se % C).

_da+bix 100 b x 100
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@ - hmotnost akrylamidu v g, # - hmotnost N,N¢-methylenbisakrylamidu v g,
I - objem v ml

Usporadani elektroforézy muizZe byt v trubiCkdch nebo v tenké vrstvé (mezi dvéma
sklenénymi deskami). Zasadni déleni technik elektroforézy v polyakrylamidovém gelu
(PAGE) neni podle typu gelu ¢i jeho tvaru, ale podle toho, zda je v kontinudlnim nebo
diskontinudlnim systému. Diskontinuita mize byt jak v koncentracich gelu, tak piedevsim
v pH a iontové sile.

Velmi ostré zony ziskdme pii diskontinuélni elektroforéze, ktera pouziva dva rtizné
gely a nekolik odlisnych pufri o rizném pH. Délici (separacni, dolni) gel se ptekryje asi
jednocentimetrovou vrstvou tzv. zaostiovaciho (koncentracniho, horniho) gelu s velkymi
pory. Zaosttovaci gel a vzorkovaci pufr obsahuji Tris-chloridovy puftr, jehoZ pH (6,8) je asi o
dvé jednotky nizsi nez mé pufr déliciho gelu (9,2). Elektrodovy roztok obsahuje Tris-
glycinatovy pufr pH 8,3. V prostfedi zaostfovaciho gelu je nejpohyblivéjSim aniontem
chloridovy, pohyblivost komponent vzorku (bilkovin) je mensi. Za zoénou chloridi nésleduji
zony bilkovin sefazené podle elektroforetickych pohyblivosti. Posledni zénu tvofi glycin.
Hodnota intenzity proudu je nastavena na uritou konstantni velikost. Sefazené zony se
pohybuji stejnou rychlosti, dochézi ke vzniku ostfe ohranicenych za sebou tésné nésledujicich
zon iontd (uvedeny princip je zdkladem elektromigra¢ni metody — izotachoforézy). Vzhledem
k tomu, Ze rychlost pohybujicich se zén je konstantni, vytvaii se stupiiovity gradient
potencialu. Projevuje se tzv. ,,samozaostiujici efekt®. Zpozdi-li se néktery z iontl za ,,svou*
zonou, tj. zénou odpovidajici ptislusSné pohyblivosti, octne se v prostfedi s vétsi hodnotou
potencialu, ktery ho okamzité¢ urychli tak, aby ,,dohnal* svou zénu (a naopak). Po vstupu
sefazenych iontii do déliciho gelu, ktery ma vyssi hodnotu pH, se glycin stdva druhym
nejpohyblivéj§im iontem po chloridovych iontech a soucasné v diisledku rizné pohyblivosti
v gelové matrici dochdzi k rozdéleni zon od sebe (déleni podle naboje a velikosti molekul).
Pohyb cela se indikuje pfidanim nizkomolekularniho barviva (bromfenolové modii) ke
vzorku, které vytvaii ostry pruh putujici s ¢celem.

Castou variantou PAGE je elektroforéza v p¥itomnosti dodecylsiranu sodného (SDS),
ktery se vaze na bilkoviny v poméru piiblizné¢ 1,4 g SDS na 1 g bilkoviny a udili jim
uniformni ndboj. Pfesna povaha vzniklych asociati neni znamad, predpoklada se micelarni
struktura, uvniti které dochazi k nekovalentnim interakcim mezi uhlovodikovymi fetézci
dodecylsulfatu a hydrofobnimi oblastmi bilkoviny. Nabité skupiny na povrchu micely jsou
pak v kontaktu s pufrem. Celkovy ndboj Castice je ptfitom zéporny. Aby tyto komplexy mohly
vzniknout, je nutné rozstépit disulfidové mistky mezi fetézci bilkovin, nebo uvnitt téchto



fetézci pomoci latek redukujicich tyto mustky (napf. merkaptoethanol, dithiothreitol).
Nekteré bilkoviny je nutné jesté zahtat na 60 ¢i 100°C po né€kolik minut, proto se tento krok
provadi ve vSech pfipadech. Vzniklé asocidty maji uniformni ndboj a tvar tyCinky o
konstantnim primeéru a délce umérné relativni molekulové hmotnosti (SDS musi byt pfitomen
ve vzorku i v gelu). Z kalibra¢niho grafu (zéavislost relativni vzdalenosti Ry na logaritmu
relativni molekulové hmotnost (log M;) standardl) lze stanovit molekulovou hmotnost
neznamého vzorku. Nevyhodou této metody je skutecnost, ze nepodava informace o nativnim
stavu bilkoviny.

Elektroforetickd separace probihajici v nedenaturujicim prostfedi, kdy si proteiny
zachovavaji své pfirozené vlastnosti (napi. enzymatickou aktivitu, sérologické vlastnosti) a
jsou déleny podle svého tvaru/velikosti a naboje se vyuziva pii detekci enzymové aktivity,
stanoveni isoenzymovych spekter a separaci biologicky aktivnich molekul. Z divodu
zachovani enzymatické aktivity je nutné pii pripravé vzorku (extrakci) provadét vSechny
kroky pfi nizké teploté, pomérné rychle, a ptipadné pouzivat latky blokujici proteasy.

2.1.1.2. Western-blotting a imunochemicka detekce proteinu

Metoda otiskli (z anglického blotting) je analytickd metoda, kterd umoznuje pienos
molekul z mobilni faze (napt. agar6ézovy nebo polyakrylamidovy gel, ale také bézny roztok)
do pevné faze, na kterou jsou fixovany. Tuto pevnou fazi mulze predstavovat napf.
nitrocelulosovd membrana. Pfenos Ize uskutecnit béznou difuzi pfiloZenim membrany na gel,
coz pfipomind odsavani skvrn pomoci savého papiru a odtud také ndzev blotting, pomoci
jednosmérného proudu (electroblotting) nebo filtraci roztoku pfes membranu (dot blotting)
pomoci specidlnich zafizeni. Molekuly pfenesené a fixované na pevné fazi se zviditelnuji
piimo po fixaci riznymi barevnymi reakcemi, autoradiografii nebo reakci se specifickymi
protilatkami (imunoblotting).

Otiskové metody se pouzivaji piredevsim pro pirenos molekul DNA, RNA, proteint a
glykoproteint po jejich pfedchdzejici separaci elektroforézou nebo izoelektrickou fokusaci na
gelovych nosi¢ich. Na druhé stran¢ nachazeji stale vice uplatnéni imunodotovaci techniky
(DIBA - dot immunobindig assay), kdy jsou na membranach imobilizovany cCisté antigeny,
které pak mohou slouzit ke screeningovému prikazu protilatek v analyzovanych vzorcich.
Tyto techniky naSly uplatnéni napt. v diagnostice specifickych IgE, autoprotilatek, infekéni
sérologii apod. Na membrany mohou vSak byt navazany také specifické protilatky, které pak
slouzi naopak k priikazu antigenti v analyzovanych vzorcich. Vyhodou téchto technik je jejich
jednoduchost, dobra reprodukovatelnost, mald spotfeba vzorku a pomérné vysoka citlivost.
Napft. dolni hranice stanovitelnosti imunoglobulini pomoci téchto technik je 1-5 ng. Vyznam
DIBA vzriista v posledni dobé také s rozvojem techniky biocipi, ktera umoziuje soucasnou
detekci a semikvantifikaci desitek analyti v mikrolitrovych objemech jednoho vzorku.

Ptenos fragmenti DNA z agar6zového gelu na nitrocelulosovou membranu popsal
poprvé roku 1975 E. M. Southern. Odtud dostala tato technika nazev ,,Southern blot“. V roce
1977 tuto metodu vylepsili pouzitim diazobenzylmethylovaného papiru J. C. Alvine a kol.
Tato varianta, umoziujici pfenos RNA, dostala ndzev ,,Northern blot*. Roku 1979 J. Renart a
kol. a H. Towbin a kol. obé metody adaptovali na analyzu proteini (immunoblotting). A roku
1981 W. N. Burnette pouzil na detekci imobilizovanych antigent specifické protilatky a
radioaktivné znaCeny protein A ve funkci druhého ligandu. Tato metoda dostala nazev
»Western blot“, pfestoZe jako predchozi varianty nema se zemépisnymi stranami Zadnou
souvislost.

Otiskové metody maji tyto kroky:

e Zkoumana smgs antigenl se rozdéli pomoci jednorozmérné ptipadné¢ dvourozmérné
elektroforézy na agar6zovém nebo polyakrylamidovém gelu nebo se purifikované
antigeny ptipadné protilatky natfedi na vhodnou koncentraci ve vhodném pufru.




e Pomoci vhodné blotovaci aparatury se pienesou antigeny zgelu na membranu
(matrici).

e Po imobilizaci antigeni se membrana inkubuje s blokujicim agens, ¢imz se vysyti
(zablokuji) nespecifickd vazebna mista, aby v naslednych krocich nedochéazelo
k nespecifickym interakcim mezi detekéni sondou a matrici. Detekénimi sondami
mohou byt protilatky, specifické vazebné proteiny nebo jiné ligandy.

e Poslednim krokem je vizualizace pouzitim detekéni sondy (napf. autoradiograficky,
barevnou reakci, fluorescencné apod.), kterd mize mit také né€kolik krokd.

Detekce proteini na membrané, nejcastéji nitrocelulosové (NC) nebo
polyvinilidendifluoridové (PVDF), je velmi univerzalni, rychlou a casto pouzivanou
laboratorni metodou soucasnosti. Pro pfenos proteinii na membranu byla vypracovana tada
technik. V praxi se setkdme s metodou Western blotting, kdy jsou proteiny imobilizovany na
membranu pomoci elektrického jednosmérného proudu nasledné po elektroforetickém
rozdéleni v gelu. Jednodussi metodou, Casto vyuzivanou zejména ve screeningovych studiich,
je tzv. ,,dot blotting®, kdy je vzorek bilkoviny aplikovan v kapkach pfimo na membranu. Jinou
variantou této metody, vhodnéjsi pro densitografické vyhodnoceni, je tzv. ,,slot blotting®.
Nézvy metod jsou odvozeny od tvaru jednotlivych vzorkli nanesenych na membranu: dot -
velmi pravidelny okrouhly tvar, slot - velmi pravidelny protahly tvar. Tato technika je
pouzivana jako kvalitativni metoda pro rychly screening velkého mnozstvi vzorkd, piipadné
»semi-kvantitativni stanoveni koncentrace proteinti v surovém extraktu. Pfenos se uskutecni
bud’ prostou diftizi na zaklad¢ kapilarnich sil nebo za pomoci vakua ¢i plsobenim
elektrického proudu (electroblotting).

Pro blotovaci metody je nutné dodrzet nékolik zasad:

e Pufry by nemély obsahovat vice nez 0,05% detergentu (detergenty inhibuji vazbu
proteinii na membranu).

e Pii volbé mnozstvi nandSené¢ho vzorku je nutné nepiekroCit vazebnou kapacitu
membrany.

e Velké ¢astice nebo vysokd viskozita mohu zplsobit zaneseni membrany. Pred aplikaci
takového vzorku je nutnd centrifugace (nanaSeni pouze supernatantu), piipadné
snizeni viskozity zfedénim vzorku vhodnym pufrem.

e Membrana musi byt pfed pouzitim spravné oSetfena (na povrch membrany je nanesen
methanol na 15 s, poté je membrana opatrné ponoiena na 2 min do vody a 5 min do
vhodného pufru).

Pii vakuové filtraéni metod€ jsou do blotovaci komirky umistnény dva listy
membrany mezi specidlni filtracni papiry navlhéené stejnym pufrem jako membrana.
Nadbytek pufru je odstranén ve vakuu. Na vlhkou membranu jsou poté aplikovany vzorky ve
form¢ kapek. Ve vakuu je vzorek prefiltrovan pies membranu. Kazda jamka s aplikovanym
vzorkem je proplachnuta pufrem (opét filtrace ve vakuu). Pokud detekce proteinti nepozaduje
jejich nativni konformaci, je membrana vynata z blotovaci komtirky a na filtraénim papiru
vysusena.

Metoda ptenosu pomoci kapilarnich sil neni narona na pftistrojové usporadani. Na
vlhky papirovy ru¢nik na pracovnim stole je umistnén filtra¢ni papir zvlhéeny rovnéz pufrem
a vlhka membrana. Po aplikaci vzorkd na membranu a jejich adsorbei je membrana vysusena.
U tohoto postupu je nutné dodrzet spravnou vlhkost membrany tak, aby se vzorek adsorboval
jen v omezeném prostoru.

Tteti velmi jednoduchou metodou je tlakové nandSeni vzorki. Pomoci injekcni
stiikacky je pod tlakem nandSen vzorek pfimo na vlhkou membranu.

Proteiny fixované na membran¢ metodou Western blotting, ptipadné ,,dot/slot
blotting” mohou byt detekovany imunochemicky (immunoblotting). Podstatou vSech
imunochemickych metod je interakce mezi antigenem a protilatkou in vitro. Termin antigen




se uziva pro jakoukoliv substanci, se kterou specificky reaguje protilatka. Terminem
imunogen se oznacuje substance schopna vyvolat v organismu obratlovce obrannou reakci
imunitniho systému, jejiz soucasti je produkce protilatek aktivovanymi lymfocyty. Imunogen
ma vzdy také vlastnosti antigenu, zatimco ne vSechny antigeny indukuji tvorbu protilatek.
Makromolekula imunogenu obsahuje obvykle fadu mensich oblasti, které jsou rozpoznavany
imunitnim systémem, tzv. determinantni mista (determinanty). Pravé jejich prostfednictvim
nasledné interaguje molekula antigenu s vazebnym mistem na molekule protilatky. Protilatky
jsou bilkoviny (glykoproteiny) krevniho séra i jinych télnich tekutin, vykazujici specifickou
vazebnou schopnost vici antigenu, na jehoz podnét se v organismu vytvorily. Jsou soucasti
globulinové frakce bilkovin krevniho séra, a proto se nazyvaji imunoglobuliny (Ig). Podle
rozdilnych fyzikalné-chemickych 1 biologickych vlastnosti se rozdéluji do péti tiid: IgG, IgA,
IgM, IgD a IgE.

Vétsina protilatek pouzivanych pii imunochemickych reakcich in vitro je ze ttidy 1gG
(relativni molekulovd hmotnost okolo 150 000). Tyto imunoglobuliny maji na své molekule
pro vétsinu antigenti dvé identicka (rovnocennd) vazebna mista. Je to dano symetrii molekuly
IgG, kterd je sloZena pfedevS§im ze dvou identickych tézkych (delSich) a dvou identickych
lehkych (kratSich) polypeptidovych fetézcii. Ty jsou vzdjemné spojeny disulfidovymi
vazbami a vytvareji charakteristickou strukturu ve tvaru pismene ypsilon. Vazebna mista jsou
tvofena spolecné useky lehkého a téZkého fetézce na N-koncich ypsilonovych ramének. Pfi
interakci antigenu s protilatkou se vytvoii nekovalentni vazby mezi determinantnim mistem
antigenu a specificky komplementarnim vazebnym mistem protilatky. V imunochemii se
setkivame s pojmem polyklonalni protildtky a monoklonalni protilatky. Polyklonalni
protilatky mtizeme strucné charakterizovat jako smés protilatek rizné afinity a specifity, které
jsou vytvofeny v organismu po vpraveni cizorodého imunogenu. Nehomogennost takto
ptipravenych protilatek je zptisobena jednak existenci fady determinantnich mist na molekule
antigenu (proti kazdé determinanté se tvoii specifické Ig, které pak neinteraguji s jinymi
determinantami) a jednak slozitosti imunitniho systému (na kazdou determinantu reaguje vice
mateiskych bun¢k lymfocytil). Kromé toho ma protilatkova odpovéd kazdého jedince do
zna¢né miry individudlni charakter. Naproti tomu monoklonalni protilatky predstavuji
chemické individuum. VSechny molekuly produkovanych Ig jsou naprosto identické, vykazuji
shodnou afinitu i specifitu pfi interakci s antigenem. Zatimco polyklonalni protilatky se
piipravuji pomérné jednoduchou procedurou imunizace zvifete (injek¢éni vpraveni antigenu,
izolovani krevniho séra — antiséra, poptipadé imunoglobulinové frakce), zahrnuje ptiprava
monoklondlnich protildtek vedle imunizace i vysoce naro¢nou technologii ptipravy a selekce
tzv. hybridomil. Slezinné buiniky imunizovaného zvifete (produkuji protilatky) se in vitro
fizuji s nadorovymi bunkami (maji vyjimecnou schopnost se délit). Vyselektovana
hybridomovéa buiika (ma vlastnosti obou matetskych buné€k) je pak zadkladem pro homogenni
klon bun¢k pouzitelnych k produkci homogennich protildtek. V ptipadé¢ polyklonalnich
protilatek se vétSinou nepracuje s izolovanymi imunoglobuliny proti antigenu pouzitému
k imunizaci, ale s celym krevnim sérem (smés spousty imunoglobulinti a dalSich bilkovin),
popt. s IgG-frakei (i v ni predstavuji IgG reagujici se zminénym antigenem jen malou ¢ast ze
vSech pfitomnych IgG).

Imunochemické metody vyuzivaji interakce antigenu se specifickymi protilatkami in
vitro za tvorby imunokomplexu antigen-protilatka. Imunochemicka detekce proteinu na
membrané se provadi pomoci série dvou protilatek. Prvni protilatka reaguje imunochemicky
s detekovanym proteinem za tvorby komplexu. Takto vytvofeny komplex je rozpoznan
druhou protilatkou znacenou detekovatelnou sondou (napi. vdzana alkalicka fosfatasa, atom
izotopu atd.).



2.1.2. Experimentalni vybaveni

Biologicky materidl:

10-denni semenacky; koteny, stonky a listy 30-ti a 45-ti denni rostliny S. lycopersicum cv.
Amateur, S. habrochaites, S. chmielewskii

Laboratorni material:

alobal, automatické pipety, blotovaci kazeta, blotovaci porézni houbicky, elektroforeticka
komurka, filtracni papir, hiebinek, ké&dinky, michadla, mikrotitracni desticka,
mikrozkumavky, miska sledem, nddoba na kapalny dusik, nalévaci stojan na skla na
elektroforézu, nitrocelulosova membrana, odsolovaci kolonky NAP-5, Pasteurova pipeta,
Petriho miska, plastova Spachtle, rukavice, skla pro elektroforézu, sklenéna tycinka, stojanek
na mikrozkumavky, stojan na kolonky, stficka s ethanolem, stficka s destilovanou vodou,
Spachtli¢ka, $pi¢ky na pipety, tfeci miska s tlouckem, vanic¢ka, vazenka

Chemikalie:
e akrylamid-N,N‘-methylenbisakrylamid (30% (w/v) akrylamid, 0,8% (w/v)
bisakrylamid)

e barvici pufr (100 mM Tris, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl2)

e blotovaci pufr (25 mM Tris pH 8,3, 192 mM glycin, 20% (v/v) methanol)

e bromfenolova modf zasobni (0,4 mg bromfenolové modfi, 2 ml vody, 1 ml 60%
glycerolu)

e (inidlo Bradfordové zasobni (50 mg Coomasie Blue G250, 25 ml methanolu, 50 ml

85% H3PO4, doplnit vodou do 100 ml)

destilovana voda

dithiothreitol (DTT)

dodecylsiran sodny (SDS)

elektrodovy pufr pro nativni elektroforézu (25 mM Tris pH 8,3, 192 mM glycin)

elektrodovy pufr pro SDS-PAGE elektroforézu 25 mM Tris pH 8,3, 192 mM glycin,

0,1% (w/v) SDS)

extrak¢ni pufr zasobni (50 mM Tris pH 7,5, 0,2% (v/v) Triton X-100)

fenylmethylsulfonyl fluorid (PMSF)

glycerol

kalibra¢ni standardy hovéziho sérového albuminu (BSA)

50 mM K-fosfatovy pufr pH 7,8

luminol

molekulové standardy

10 mM Na-fosfatovy pufr pH 6,8

NBT-BCIP

n-butanol

nikotinamidadenindinukletotid (NADH)

N,N‘-tetramethylendiamin (TEMED)

persiran amonny (APS)

Ponceau S

primarni protilatka (a-GSNOR)

sekundarni protilatka (kfenova peroxidasa, alkalicka fosfatasa)

S-nitrosoglutathion (GSNO)

S-nitrosoglutathionreduktasa (GSNOR)

standardy molekulové hmotnosti



TBS (20 mM Tris pH 7,5, 500 mM NaCl)

tekuty dusik

20 mM Tris pH 8

0,5 M Tris pH 6,8

1,5 M Tris pH 8,8

Tween-20

Tween v TBS (0,05 ml Tween-20 do 100 ml TBS)
vzorkovaci pufr (0,425 M Tris pH 6,8, 8% (w/v) SDS, 40% glycerol, bromfenolova
modf 4 mg/ml)

1% zelatina v TBS

o 3% zelatina v TBS

Pristroje:

analytické vahy, destickovy reader, digitadlni piedvazky, dokumentacni systém UVP,
elektromagnetickd michacka, chlazena centrifuga, ledova lazen, termoblok, tfepacka, zdroj
pro elektroforézu

2.1.3. Pracovni postup

2.1.3.1. Priprava a precisteni rostlinného extraktu

Z rostlinného extraktu preciSténim na odsolovaci kolonce odstranime endogenni GSNO.
Odsolovaci kolonka nesmi vyschnout!

e Pro extrakci pouzijeme zasobni extrakéni pufr (50 mM Tris pH 7,5, 0,2% (v/v) Triton
X-100), ke kterému se tésn¢ pred pouzitim piida DTT (vysledna koncentrace 2 mM) a
PMSF (vysledné koncentrace 1 mM).

e Vitieci misce stlouckem zhomogenizujeme v tekutém dusiku na prach 0,5 g
rostlinného materialu (kofen, stonek, list).

e Extrakci provedeme v poméru 1:1 (w:v). K 0,5 g rozetieného rostlinného materialu
pridame 0,5 ml extrakéniho pufru a rozetfeme. Pracujeme v tfeci misce umisténé na
ledové lazni.

e Homogenat centrifugujeme 20 min pii 16 000 g, 4°C.

e Supernatant piepipetujeme do Cistych zkumavek a umistime do ledové lazné.

e Odsolovaci kolonku NAP-5 ekvilibrujeme 7,5 ml 10 mM Na-fosfatového pufru pH
6,8 — na kolonku naneseme 3x 2,5 ml pufru a vzdy nechdme vsdknout na arovein
gelového sloupce.

e Na kolonku naneseme 0,5 ml rostlinného extraktu a nechame vsaknout na uroven
gelového sloupce.

e Pod kolonku umistime mikrozkumavku, na kolonku naneseme 1,5 ml 50 mM
K-fosfatového pufru pH 7,8 a zacneme jimat 1 ml eluatu.

e Po vsaknuti pufru na troven gelového sloupce kolonku promyjeme nékolika cykly
naneseni a vsaknuti 2,5 ml destilované vody.

e Extrakty béhem dalS§iho pracovniho postupu stale udrzujeme v ledové lazni!

2.1.3.2. Spektrofotometrické stanoveni aktivity GSNOR
A) Aktivita GSNOR
Spektrofotometrické stanoveni aktivity GSNOR provedeme na mikrodestiCkovém readeru
Synergy-HT. Méfeni vSech vzorki provedeme ve tfech opakovanich. Kazdy rostlinny extrakt
bude mit vzdy sviij blank.
e Tésné pred méfenim piipravime Cerstvé roztoky 2 mM NADH a 4 mM GSNO. Oba
roztoky uchovavame ve tme.




e Do jamek mikrotitracni desticky napipetujeme 195 pl 20 mM Tris pH 8, 45 pl
rostlinného extraktu a 30 ul 2 mM NADH.

e Reakci zahdjime ptfidanim 30 pul 4 mM GSNO. Do blanku misto toho pipetujeme 30 pl
dH,O.

e Zaznamenavame pokles absorbance pii 340 nm po dobu 10 min pii laboratorni teploté.

e V jamkéch s blankem a vzorky zmétime absorbanci pii vinové délce 900 a 970 nm
(tyto hodnoty pouzijeme pii vypoctu). Mefeni provedeme hned po ukonceni
desetiminutového méteni pti 340 nm.

B) Stanoveni proteinii metodou Bradfordové

e Pfed méfenim ze zasobniho roztoku c¢inidla Bradfordové ptipravime pracovni roztok
¢inidla Bradfordové v poméru 1 dil zasobniho roztoku a 4 dily dH,O.

e Pro kalibraci pouzijeme kalibra¢ni standardy hovéziho sérového albuminu (BSA)
v koncentracich 0,2 -0,4-0,6 —-0,8—1,0—1,2 — 1,4 mg/ml.

e Do jamky mikrotitracni desticky v trojim opakovani postupné napipetujeme:
45 ul dH,O0,
5 ul standardu nebo vzorku proteinu (jako blank dH,0),
200 pl pracovniho roztoku ¢inidla Bradfordové.

e Desticku jemné protfepeme a nechame 5 min (maximalné 30 min) vyvijet zbarveni.

e Na destickovém readeru zméfime absorbanci pii 595 nm.

2.1.3.3. Stanoveni aktivity GSNOR v gelu po nativni elektroforéze

A) Nativni elektroforéza

Akrylamid a N,N’- methylenbisakrylamid jsou neurotoxické latky. S jejich roztoky vzdy
pracujeme s nejvetsi opatrnosti a v gumovych rukavicich!!!

Priprava skel pro nalévani gelu
e Obé& sklenéné desky dikladné odmastime lihem a pfipravime skla k nalévani gelu
(konkrétni postup vysvétli vedouci cvicent).
e Mezi skla vlozime hiebinek a na sklenénou desku popisovacem oznacime vzdalenost
1 cm od konce zubtll hiebinku. Poté hiebinek odstranime.

Nalévani gelui a sestaveni elektroforetické komiirky
e Prichystame si dvé oznacené kadinky na ptipravu zaostrovaciho a déliciho gelu. Podle
nasledujici tabulky (Tabulka 1) napipetujeme jednotlivé roztoky do pfislusnych
kadinek.
e APS pfipravime Cerstvy a pridavame azZ tésné pied nalévanim gelu mezi skla!

Tabulka 1: SloZeni déliciho a zaostfovaciho gelu pro nativni elektroforézu. Objemy
jsou uvedeny v ml.

o ol AA/BIS Tris HCI Tris HCI H.0 TEMED 10%

yp geil 30%/0,8%  1,5M,pH 8,8 0,5M, pH 6,8 APS
8% délici 5.2 5 - 9,2 0,02 0,12
4% zaostrovaci 1,3 - 2,5 59 0,02 0,12

e Pridavkem APS do kadinky obsahujici komponenty pro délici gel je zahijena
polymerace gelu. Pfipravenou smés po promichani rychle pfeneseme pomoci
Pasteurovy pipety do prostoru mezi skla. V roztoku mezi skly se nesmi objevit



vzduchové bubliny. Gel nalévame az po znacku na skle. Gel prevrstvime n-butanolem
a nechame cca 15 min polymerovat.

Po ztuhnuti gelu odstranime n-butanol, povrch gelu oplachneme destilovanou vodou a
osu$ime filtracnim papirem.

Pridavkem APS do kadinky obsahujici komponenty pro zaostfovaci gel je zahajena
polymerace gelu. Pfipravenou smés po promichdni rychle pfeneseme pomoci
Pasteurovy pipety do prostoru mezi skla na jiz zpolymerovany délici gel. Do gelu
vlozime opatrné hiebinek. Pod zuby hiebinku se nesmi dostat vzduchové bubliny.
Stane-li se tak, hifebinek rychle vyjmeme a znovu vsuneme. Gel nechame 30 min
polymerovat.

Skla s pfipravenym gelem vlozime do elektroforetické komiirky (konkrétni postup
vysvétli vedouci cviceni). Popisovacem vyznacCime zuby hiebinku. Hiebinek opatrné
vyjmeme.

Do elektroforetické komiirky nalijeme elektrodovy pufr.

Priprava a aplikace vzorki.

85 ul extraktu smisime s 15 pl glycerolu.

Do krajnich jamek aplikujeme 20 ul zasobniho roztoku bromfenolové modii.

Do dalsich jamek aplikujeme a 45 pl vzorku a standardni enzym GSNOR (objem
uptesni vedouci cvi€eni).

Prubéh elektroforézy

Elektroforetickou komtrku uzavieme vikem, umistime do lednice a pfipojime ke
zdroji.

Na zdroji nastavime konstantni napéti 100 V.

Jakmile zona bromfenolové modii doputuje na rozhrani zaostfovaciho a déliciho gelu,
nastavime na zdroji konstantni napéti 200 V.

Po doputovani zony bromfenolové modii na trovenn dolniho okraje skla vypneme
zdroj napéti.

Odstranime viko elektroforetické komurky a elektrodovy pufr vylijeme do odpadu.

B) Vizualizace

Pomoci plastové Spachtle oddélime od gelu sklo, gel ozna¢ime odkrojenim levého
dolniho rohu a sklo s gelem pteneseme do velké Petriho misky.

Ustiihneme filtracni papir velikosti gelu. Na papir postupné napipetujeme a nechame
vsaknout 3 ml Cerstve ptipraveného 2 mM NADH.

Gel ptikryjeme filtra¢nim papirem s NADH, odstranime bubliny, misku zabalime do
alobalu a inkubujeme 30 min v lednici.

Po uplynuti doby inkubace odstranime filtracni papir. Gel prevrstvime 1,5 ml Cerstvé
ptipraveného 4 mM GSNO.

Misku zabalime do alobalu a inkubujeme 30 min v lednici.

Po uplynuti doby inkubace odstranime filtracni papir a provedeme fotodokumentaci
v dokumenta¢nim systému UVP (konkrétni postup vysvétli vedouci cviceni).

2.1.3.4. Imunochemicka detekce GSNOR

A) SDS-PAGE elektroforéza

Pracovni postup je shodny s postupem pro nativni elektroforézu v nasledujicich
bodech: Priprava skel pro nalévéani gelti, Nalévani gelii a sestaveni elektroforetické
komurky, Prib¢h elektroforézy. Lisi se Piiprava a aplikace vzorku.



e Lisi se slozeni zaostrovaciho a déliciho gelu, které¢ budeme pipetovat podle nasledujici
tabulky (Tabulka 2).
e APS pripravime Cerstvy a ptidavame az té€sné pred nalévanim gelu mezi skla!

Tabulka 2: Slozeni déliciho a zaostiovaciho gelu pro SDS-PAGE elektroforézu.
Objemy jsou uvedeny v ml.

o acl AA/BIS Tris HCI 1,5 Tris HC1 0,5 H,O SDS TEMED 10%
yp geit 30%/0,8%  M,pHS8,8 M, pH6.8 APS

10% delici 6,6 5 - 82 02 0,02 0,2

4% zaostrovaci 1,3 - 2,5 6,1 0,1 0,01 0,1

Priprava a aplikace vzorku.
e K zdsobnimu vzorkovacimu pufru pridame Ccerstvé ptipraveny DTT. K 500 pl
vzorkovaciho pufru ptiddme 40 pl 0,5 M DTT.
K 45 pl extraktu ptidame 15 pl vzorkovaciho pufru.
Smés dobie promichame a 5 min inkubujeme pti 100°C.
Po ochlazeni v ledové 1azni vzorek centrifugujeme 5 min pii 6 000 g.
Do krajnich jamek aplikujeme 20 ul zasobniho roztoku bromfenolové modii.
Do dalsich jamek aplikujeme 40 pl vzorku, molekulovy standar a standardni enzym
GSNOR (objem uptesni vedouci cviceni).

B) Western blotting v uspordadani ,, tank-blotting **
Sestaveni blotovaci komiirky
e Pripravime si blotovaci nitrocelulosovou membranu o velikosti gelu (zapiSeme si
rozméry membrany). Membrany se nedotykame bez rukavic! Odstfihneme jeden
rozek membrany.
e Membranu, gel, filtracni papiry a blotovaci porézni houbicky ponoiime na 15 — 60 min
do blotovaciho pufru.
e Do blotovaci kazety budeme nasledovné skladat jednotlivé vrstvy:
Cerna deska kazety porézni houbicka
filtra¢ni papir
gel
membrana (odstiizené rozky stejné orientované!)
filtracni papir
Prisvitné deska kazety porézni houbicka
e Pomoci sklenéné ty¢inky odstranime vzduchové bubliny mezi gelem a membranou.
e Kazetu uzavieme a vlozime do blotovaci komirky. Cerna strana kazety sméfuje vzdy
k Cerné strané blotovaci komurky (katoda /-/)!
¢ Do blotovaci komirky nalijeme blotovaci pufr.

Prubeh blotovani
¢ Blotovaci komurku uzavieme vikem. Pozor na orientaci elektrod! Blotovaci komirku
umistime do lednice a pfipojime ke zdroji.
e Na zédkladé velikosti membrany si spocitdime proud, ktery na zdroji nastavime
(0,8 mA.cm™).
e Blotovani ukon¢ime po 2 h. Vypneme zdroj napéti.
e Vyjmeme blotovaci kazetu. Blotovaci pufr nalijeme zpét do zasobni lahve!




Barveni molekulovych markern

e Odstfihneme ¢ast membrany obsahujici molekulové standardy a vloZime ji na 30 min
do roztoku Ponceau S (detekce proteint).
e Oplachneme destilovanou vodou a vysusime.

Imunochemicka detekce GSNOR na membrané

e Membranu umistime na tiepacku do vanic¢ky a budeme inkubovat podle nasledujiciho

postupu:

krok objem doba
inkubace s 3% zelatinou v TBS 25 ml 2h
promyti roztokem Tweenu v TBS 25 ml 10 min
promyti roztokem Tweenu v TBS 25 ml 10 min
inkubace s primarni protiladtkou v 1% Zelatin€ v TBS 5ml pies noc
promyti roztokem Tweenu v TBS 25 ml 10 min
promyti roztokem Tweenu v TBS 25 ml 10 min
inkubace se sekundarni protilatkou v 1% zelatin¢ v TBS 5 ml 2h
promyti roztokem Tweenu v TBS 25 ml 10 min
promyti roztokem Tweenu v TBS 25 ml 10 min

detekce, vizualizace

Detekce NBT-BCIP

Jako primarni protilatku pouZijeme a-GSNOR, fedéni 1:1 000.

Jako sekundarni protilatku pouzijeme alkalickou fosfatasu, fedéni 1:4 000.
Ptipravime si barvici roztok: k 10 ml barvictho pufru napipetujeme 150 pl
NBT-BCIP.

Membranu inkubujeme s barvicim roztokem cca 5 min.

Po vybarveni bandii membranu promyjeme destilovanou H,O a vysuSime.
Provedeme fotodokumentaci (i Casti membrany s molekulovymi standardy)
v dokumenta¢nim systému UVP (konkrétni postup vysvétli vedouci cviceni).

Detekce luminolem

Jako priméarni protilatku pouzijeme a-GSNOR, fedéni 1:1 000.

Jako sekundarni protilatku pouzijeme kifenovou peroxidasu, fedéni 1:10 000.
Ptipravime si roztok luminolu z komer¢nich roztokt: smichame 0,5 ml roztoku A a
0,5 ml roztoku B. Oba roztoky nabirdme ¢istou Spickou!

Piipraveny roztok naneseme na membranu a provedeme fotodokumentaci
v dokumenta¢nim systému UVP (konkrétni postup vysvétli vedouci cviceni).

2.1.4. Vyhodnoceni vysledku
2.1.4.1. Spektrofotometrické stanoveni aktivity GSNOR

e Vynesenim absorbanci kalibra¢nich standardti BSA proti jejich koncentraci vytvoiime
kalibracni graf.
e Do tabulky ptfehledné¢ uvedeme namétené a vypocitané hodnoty:

Zména absorbance (). Zvolime takovy casovy interval, ve kterém je pokles

absorbance linearni (shodny u vSech vzorkt, obvykle 5 — 10 min).

Délka optické drahy (!), jednotka cm. Vypoéteme znaméfenych hodnot
. _ 4Agry ~ Asgg

absorbance pii 900 a 977 nm podle vzorce T ol



e Koncentrace proteint ve vzorku, jednotka mg/ml.
e Aktivita (@), jednotka mol.s”. Vypoéteme dosazenim hodnot do vzorce

A I
(4.1
a= f= T . 2 r W T . . ~_ 7
(oL, je zména absorbance ve sledovaném ¢ase, V' (1) je objem reakéni
smesi,

(Lmol'.em™) je molarni absorpéni  koeficient (pro NADH
[(,340 = 6220 Lomol] "(-1). Eemd "¢-1) ), t (s) je &as, za ktery doslo
k uvedené zméné absorbance, ! (cm) je délka optické drahy.
e Aktivitu pfevedeme na jednotku nmol.min™ a vyslednou aktivitu vztahneme na
1 mg proteinu (nmol.min".mg" proteinu) a 1 g Gerstvé hmotnosti rostlinného
materialu (FW; nmol.min™.g” FW) a dale uvadime v t&chto jednotkéch.
e Aktivitu jednotlivych vzorkd v jednotkach nmol.min".mg™ proteinu a nmol.min".g™!
FW vyneseme do grafu.

2.1.4.2. Stanoveni aktivity GSNOR v gelu po nativni elektroforéze
e Obrazovy dokument z dokumentac¢niho systému popiSeme.
e Porovname mobilitu standardni GSNOR a GSNOR v rostlinnych vzorcich.
e Porovname intenzitu bandi a aktivitu GSNOR stanovenou spektrofotometricky.

2.1.4.3. Imunochemickd detekce GSNOR

e Obrazovy dokument z dokumenta¢niho systému popiSeme.

e Zaznamename mobilitu molekulovych standardti a GSNOR v rostlinnych vzorcich.

e Do grafu vyneseme mobilitu proteinu (cm) proti logaritmu molekulové hmotnosti
prislusného molekulového standardu (molekulové hmotnosti doda vedouci cviceni).

e Z grafu stanovime molekulovou hmotnost GSNOR v rostlinnych vzorcich.

e Porovname intenzitu bandl a aktivitu GSNOR stanovenou spektrofotometricky a
v gelu po nativni elektroforéze.

2.1.5. Priklady vysledki a moZné problémy
2.1.5.1. Spektrofotometrické stanoventi aktivity GSNOR
e Aktivita GSNOR byla stanovena v riznych organech a vyvojovych stadiich rostlin S.
lycopersicum cv. Amateur, S. habrochaites a S. chmielewskii.
e Aktivita enzymu byla vyjadiena v jednotkach nmol.min"'.mg"' proteinu a byla
vynesena do grafu (Obr. 2).
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Obr. 2. Graf aktivity GSNOR v riznych organech a vyvojovych stadiich rostliny.

2.1.5.2. Stanoveni aktivity GSNOR v gelu po nativni elektroforéze
e V gelech po nativni elektroforéze byla detekovéana aktivita GSNOR desetidennich
semendcki rostlin S. lycopersicum cv. Amateur, S. habrochaites a S. chmielewskii.
e Fotodokumentace gelu byla pofizena v dokumentaénim systému UVP. Obrazovy
dokument byl zpracovan a popsan (Obr. 3).

1 2 3 E

Obr. 3. Aktivita GSNOR v desetidennich semenaccich rostlin rajcete. 1 — standardni enzym;
2 — 8. lycopersicum cv. Amateur; 3 — S. habrochaites; 4 — S. chmielewskii.

2.1.5.3. Imunochemicka detekce GSNOR
e Imunochemicka detekce GSNOR byla provedena ve stoncich tficetidennich rostlin
rajCete S. lycopersicum cv. Amateur, S. habrochaites a S. chmielewskii.
e GSNOR byla detekovana pomoci NBT-BCIP po oznaeni alkalickou fosfatasou
(Obr. 4) chemiluminiscenéné po oznaceni kienovou peroxidasou (Obr. 5).

1 2 3 4
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Obr. 4. GSNOR v tficetidennich stoncich rostlin rajéete. Detekce pomoci NBT-BCIP po
oznaceni alkalickou fosfatasou. 1 — S. chmielewskii; 2 — S. habrochaites; 3 — S. lycopersicum
cv. Amateur; 4 — standardni enzym.



Obr. 5. GSNOR v tricetidennich stoncich rostlin rajcete. Detekce chemiluminiscenéné po
oznaceni kienovou peroxidasou. 1 — S. chmielewskii; 2 — S. habrochaites; 3 — S. lycopersicum
cv. Amateur; 4 — standardni enzym.

2.1.6. Kontrolni otazky
e Jaky je princip spektrofotometrického stanoveni koncentrace latek?
e Co popisuje a jakou podobu ma Lambert-Beeriiv zakon?
e Na jakém principu dochdzi k zaostieni vzorku v zaostfovacim gelu pii diskontinualni
elektroforéze?
e Pii SDS-PAGE elektroforéze budou rychleji putovat malé nebo velké molekuly?
e Jaké kroky maji otiskové metody?
e V Cem spociva imunochemickad detekce proteinu na membrané?

2.2. Zmény exprese S-nitrosoglutathionreduktasy v pritbéhu vyvoje rostliny

2.2.1. Teoreticky uvod

Dulezitym aspektem studia oboru biochemie je =ziskat zkuSenosti snovymi
metodikami molekularni biologie. V této Gloze je pouzita metoda kvantitativni real-time PCR
— qRT-PCR (polymerase chain reaction) k zjisténi exprese genu GSNOR v pribéhu vyvoje
rostliny a v riznych organech. qRT-PCR jako moderni technika molekularni biologie
umoziuje rychlou, spolehlivou a citlivou detekci a kvantifikaci specifického iseku DNA nebo
RNA. Pro svou vysokou specifitu a rychlost se tato metoda stala silnym ndstrojem
vyuzivanym v Siroké praxi nejen laboratorni diagnostiky.

qRT-PCR jako nastroj k méfeni genové exprese (screening exprese genil) je variantou
PCR, jiz ptedchdzi reverzni transkripce izolované RNA a ziskana cDNA slouzi jako templat
pro DNA polymerasu se dvéma genové specifickymi primery v real-time PCR reakci, ktera je
zalozena na sledovani pribéhu PCR reakce piimo béhem reakce (fzv. ,,v redlném case")
pomoci fluorescencnich sond ¢i barviv, které detekuji mnozstvi PCR produktu béhem reakce
zvySenim své fluorescencni aktivity. Real-time PCR se provadi s pomoci pfistroji zvanych
termocyklery, které umoznuji jak provadéni teplotniho cyklovani, tak detekci fluorescence
v kazdém cyklu PCR.

PCR probiha ve tfech fazich: 1) tepelnd denaturace dvouvldknové dsDNA, 2) navazani
primert na specifické sekvence ochlazenim a 3) narGstani fet€ézci DNA prodluzovanim
primerti. Tyto tfi kroky jsou nazyvany jeden cyklus a PCR je zaloZena na opakovani
takovéhoto cyklu, pii némz dochazi k exponencialnimu nartstu (2", kde n je pocet cykli)
mnozstvi specifického useku DNA ohranic¢ené primery. V kazdém cyklu dochéazi v idedlnim
ptipadé ke zdvojeni amplifikované sekvence, jejiz mnozstvi tak exponencialné roste.

Prvnim krokem qRT-PCR je vZdy enzymova konverze mRNA nebo celkové RNA do
jednovlaknové cDNA, kdy je deoxyribonukleotidovy primer hybridizovan s RNA a fetézec
DNA nasledné prodlouzen RNA-dependentni DNA polymerasou (reverzni transkriptasa).
Deoxyribonukleotidové primery pouzity pro ptepis cDNA mohou byt trojiho typu:

e oligo(dT) primer



e genove specificky primer
¢ ndhodné hexanukleotidové primery (random hexamers).

Klicovym enzymem RT-PCR je reverzni transkriptasa prepisujici genetickou
informaci z RNA do DNA. V soucasné dobé se v molekularni biologii vyuzivaji reverzni
transkriptasy ze tfi zdroji:

e AMVRT
e MoOMLV RT
e Termostabilni Tth DNA polymerase.

Nejcastéjsim problémem molekuldrni biologie je izolace kvalitni RNA. Jednovlaknova
molekula RNA je daleko mén¢ stabiln€jsSi nez DNA a proto je i jeji zivotnost velice
limitovana. Navic specifické RNA endonukleasy (RNAsy) jsou velice aktivni enzymy, které
pracuji v Siroké Skale pH a teplot bez piitomnosti kofaktoru a jsou pfitomny témét vSude
(napft. na lidskych dlanich). Béhem izolace a pii nasledné RT reakci (reverzni transkripce) je
proto nutno vzorek RNA pfed vlivem téchto enzyml chranit dodrzovanim specifickych
podminek manipulace a pouzivanim pouze specialné osetfeného skla a plast.

Presto casto dochdzi k degradaci a fragmentaci mRNA populace a to hlavné od
5’konce, ktery neni tak dobfe chranén a stabilizovan polyA sekvenci jako 3’konec. U
nekterych genll je proto velice t€zké ziskat a amplifikovat genetickou informaci jejich
pocatku. Pokud chceme pomoci RT-PCR kvantifikovat silu exprese jednotlivych gent, tzn.
zjistit mnozstvi molekul mRNA ptepisovanych pro specifické geny zastoupenych v populaci
mRNA izolované z urcitého ontogenetického stadia organismu ¢i specifického pletiva, je
nutné spole¢né¢ se specifickou amplifikaci kvantifikovaného genu provést soucasné
amplifikaci genu srovnavaciho. Jako srovnavaci geny se nejcastéji pouzivaji tzv. ,house-
keeping™ geny. Jsou to geny kodujici proteiny, které jsou v organismech esencidlni a
zastoupeny ve vSech stadiich Zivota organismu ve vSech pletivech. Tyto geny jsou vzdy
exprimovany pod konstitutivnimi promotery, tzn. Ze jejich exprese je za vSech podminek
stejnd a nebyva ni¢im ovliviiovana. Nej€asteji pouzivanymi srovnavacimi geny v rostlinné fisi
jsou geny kodujici aktin, glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasu (GAPDH), ubiquitin nebo
tubulin.

Vyhodou qRT-PCR oproti konvenéni PCR je moznost pfesného stanoveni vychoziho
poctu kopii cilové templatové sekvence DNA, ¢ili schopnost kvantifikace. Detekce
fluorescence se provadi v kazdém cyklu PCR a jeji intenzita je piimo ¢i nepfimo umeérna
mnozstvi amplifikatu pfitomného v reakéni smési. Kvantifikace se provadi prostfednictvim
matematické analyzy amplifika¢nich k¥ivek vzniklych vynesenim namétfené fluorescence
oproti poradovému ¢islu pirislusného cyklu.

Typicka amplifika¢ni k¥ivka (Obr. 6) ma esovité zakfiveny tvar a lze ji rozdélit na 3
casti: 1) ,,background" fazi kdy je amplifikatu tak malo, ze jeho fluorescence jesté¢ nedosahuje
méfitelnych hodnot; 2) exponencialni fazi, kdy mnozstvi produktu exponencialné roste (trva
asi 4-8 cyklu) a 3) fazi plato, kdy dochazi k saturaci systému, mnozstvi amplifikovaného
produktu se dale neméni a fluorescencni signal zlstavd konstantni. Plati, Ze ¢im diive
amplifikacni krivka dosahne exponenciilni fize, pop¥. prekroci urcity fluorescencni
prah umistény do této faze, tim vice startovnich templatovych molekul bylo pfitomno ve
vzorku na pocatku reakce. Pouzivané matematické modely pracuji s hodnotou zvanou Cy
(,,threshold cycle"), kterd se rovna cyklu, kdy amplifika¢ni kiivka ptekro¢i zminény
fluorescencni prah umistény do exponencialni faze reakce.

Absolutni kvantifikace, kterda se pouzivda naptf. pifi detekci specifickych
mikroorganismil, piimo determinuje vychozi pocet kopii cilovych molekul. Je zalozena na
zjisténi, ze existuje linearni vztah mezi logaritmem startovniho poctu templatovych kopii a Cr
prislusné amplifikacni kiivky. Pokud tedy amplifikujeme vzorek o neznamé koncentraci



spole¢né s dilu¢ni sérii standardii o znamé koncentraci, ziskame kalibra¢ni piimku (,, standard
curve'"), ze které lze odecist vychozi koncentraci neznamého vzorku.

Relativni kvantifikace, kterd se pouziva ke stanoveni miry genové exprese, zpravidla
nevyzaduje sestrojeni kalibra¢ni pfimky. Porovnavé se relativni zména genové exprese
(relativni expresni pomer) v testovaném vzorku oproti kontrolnimu vzorku. Cr amplifikacni
ktivky daného genu se vzdy normalizuje oproti Ct housekeeping genu.

= Vzorek A

Fluorescence

;
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Obr. 6. Stanoveni prahového cyklu z grafu real-time PCR. Graf je zdznamem real-time PCR
pro vzorky A a B, kdy vzorek A obsahuje vyS$si pocet molekul v templatu nez vzorek B. Cr je
prahovy cyklus, jehoz hodnota je ziskéna vytvorenim priseciku s amplifikacni kiivkou v jeji
exponencialni fazi, kdy naruast signalu koreluje s akumulaci produktu. Hodnota Cr miliZe byt
desetinné Cislo. (Upraveno podle QuantiTect SYBR Green PCR Handbook 08/2003).

Interkaladni barviva jako ethidium bromid nebo SYBR® Green I se pouzivaji pro
detekci akumulace produktu a jejich fluorescencni aktivita vzriistd po vazbé na
dvouretézcovou DNA, ¢imz Ize sledovat prubéh amplifikace. Velkou nevyhodou
interkalac¢nich barviv je skute¢nost, ze detekuji veSkerou dsDNA ptitomnou v reakéni smési
véetné nespecifickych produktt amplifikace (jako jsou napf. tzv. primer-dimer artefakty),
které 1 pfi velmi peclivé optimalizaci metody velmi Casto vznikaji. Specifita detekce je navic
dana pouze sekvencemi primert. Elegantni feseni co se tyce detekce nespecifickych produkti
nabizeji ¢asto vyuzivané oligonukleotidové sondy — préby (nap¥. TagqMan sondy). Jedna se
o fluorescencéné znacené oligonukleotidy, které hybridizuji s uréitou cilovou sekvenci uvniti
amplifikovaného regionu a vyrazn€ pfitom zvySuji svou fluorescenéni aktivitu. Jejich
vyhodou je vysoka specifita, jelikoz detekce cilové sekvence probiha ve 2 stupnich - na
urovni vazby primerl a rovnéZ na Urovni vazby sondy. Sonda je na jednom svém konci
oznacena fluorescen¢ni latkou a na druhém konci zhdSeCem fluorochromu. Pfi syntéze
komplementarnich vldken hydrolyzuje DNA polymerasa sondu, dojde k uvolnéni
fluorescencni latky a k nartstu fluorescence, ktera je detekovdna a zaznamendna v realném
case.

Sondy ¢i interkalacni barviva pro real-time PCR lze rozde¢lit dle specifi¢nosti
k pozadovanému PCR amplionu:

e Nespecifické - interkalacni a ,,minor groove binding* latky
- SYBR" Green I
- LC Green®
- Eva Green



- BEBO
- Ethidium-bromid
e Specifické - kratky oligonukleotid hybridizujici s PCR amplikonem
- Hydrolyzaéni sondy (TagMan™)
- Hybridiza¢ni sondy FRET
- Molecular Beacons
- Scorpions”

Po ukonceni real-time PCR reakce se ke zjisténi povahy produkti PCR pouziva
metody analyza kiivky tani (Ty, calling). Ve spojeni s oligonukleotidovymi sondami lze s jeji
pomoci provadét detekci SNP polymorfismu, pfi pouziti interkalacnich barviv se metoda
pouziva k odliSeni specifickych a nespecifickych produkti PCR reakce.

Tani DNA (proces separace komplementarnich fetézci dsDNA indukovany
zvySovanim teploty) miizeme po skonceni real-time PCR reakce sledovat tak, Ze roztok
dsDNA ochladime na teplotu niz$i nez je ofekévana T,, produktd, postupné ohfivime na
teplotu vyssi nez je ocekdvand T, a méfime pfitom fluorescenci. Plati, ze fluorescencni
aktivita oligonukleotidové sondy nebo interkalatniho barviva je pfimo Umérna mnozstvi
dsDNA pfitomné v reakéni smési. Pokud vyneseme naméfenou intenzitu fluorescence proti
ptislusené teploté, dostaneme tzv. kiivku tani, kterd néhle strmé klesa v okoli Ty,. Teplota v
inflexnim bod¢ kiivky se rovnd teploté tani a lze ji snadno zjistit zderivovanim kiivky tani,
kde se v grafu objevi jako vrchol ,peaku". Detekce nespecifickych produktd pii pouziti
interkala¢nich barviv vyuziva ptedpokladu, ze nespecifické produkty maji odliSnou (obvykle
nizsi) T nez produkty specifické.

2.2.2. Experimentalni vybaveni

Biologicky material:

10-denni semenacky; kofeny, stonky a listy 30-ti a 45-ti denni rostliny S. lycopersicum cv.
Amateur, S. habrochaites, S. chmielewskii; rizné organy 30-ti denni rostliny

Laboratorni materidl:

Automatické pipety, alobal, gumové rukavice, chladici stojanek, kiemenna kyveta, nddoba na
kapalny dusik, tfeci miska s tlouckem, kovova Spachtle, pinzeta, stojan na zkumavky,
mikrozkumavky 1,5-0,5-0,2 ml (ependorfky), stripy pro real-time PCR, $picky s filtrem

Chemikdlie:
e AMV reverzni transkriptasa
e DEPC RNAse free voda (deionizovana voda s 0,1% diethyl pyrokarbonatem,
autoklavovano)
DNAsa
ethanol (vychlazeny v mraznicce na -20°C)
chloroform
isopropanol
komer¢ni kit NucleoSpin RNA Plant
3M octan sodny
50 uM oligo(dT) primer
10 mM dNTP mix
primery (dle Tab. 3; 3 uM)
5x pufr pro AMV reverzni transkriptasu
10x pufr pro DNAsu
RNA inhibitor



RNAse inhibitor

SYBR Green ROX Mix
tekuty dusik

Trizol (Tri-Reagent)

Tabulka 3: Sekvence pouzitych primerti pro qRT-PCR detekci GSNOR a kontrolniho genu

GAPDH.
Velikost
Usek DNA Nazev Sekvence Tm (°C) péasu (bp)
GSNOR GSNORfw  5-CTGGAGTGGGAGTTATGATGAA-3' 60 279
GSNORrev  5'-CCTCCGCCACAGCAAGACCAACT-3' 60
GAPDH GAPDHfw  5-AACCGGTGTCTTCACTGACAAGGA-3’ 60 110
GAPDHrev  5-CACCCACAACAAACATGGGAGCAT-3' 60

Pristroje:
analytické vahy, autoklav, flow box, chlazena laboratorni centrifuga, pikofuga, termoblok na
37°C, termocykler Stratagene Mx3000P, UV spektrofotometr, vortex, zdsobnik ledu

2.2.3. Pracovni postup
Po dobu celé ulohy pracujeme vzdy v rukavicich pouze na vytyCeném misté, pouzivame
pouze specialné oSetiené sklo a plastik a Spicky na automatické pipety s filtrem (vSe sterilni)!

2.2.3.1. Homogenizace rostlinného materialu

Ve tfeci misce s tlouckem zhomogenizujeme na prach asi 1,0 g rostlinného materialu
(dodé vedouci cviceni) za pomoci kapalného dusiku.

Vzorky nesmi béhem homogenizace rozmrznout — hrozi degradace RNA!

Do sterilni podchlazené mikrozkumavky ptesn¢ odvazime 0,1 g zmrzlého rostlinného
prachu a takto pfipravené vzorky mohou byt pro dalSi experimenty uchovany pfii
-80°C nebo ihned pouzity k izolaci RNA.

2.2.3.2. Izolace RNA

A) Trizolovou metodou (Tri-Reagent, Sigma)

Do sterilni mikrozkumavky s 0,1 g zmrzlého rostlinného prachu ihned pfidame 1 ml
Trizolu, vortexujeme a inkubujeme 5 min pfi laboratorni teploté.

Pfiddme 0,2 ml chloroformu/ 1 ml Trizolu, vzorek promichdme pievracenim a
inkubujeme 3 min pfi laboratorni teplot¢.

Po uplynuti inkubace centrifugujeme 15 min, 12000g, 4°C.

Horni vodnou fézi (supernatant) opatrné odpipetujeme do nové mikrozkumavky (radsi
obétujeme Cast vzorku, nez aby se nabralo i jen sebemensi mnozstvi chloroformové
faze obsahujici gDNA) a ptidame 0,5 ml isopropanolu/ 1 ml Trizolu.

Inkubujeme 10 min pfti laboratorni teplot¢.

Centrifugujeme 10 min, 12000g, 4°C a supernatant odlijeme.

Promyjeme pelet 0,3 ml 75%-nim ethanolem (ledovy) a centrifugujeme 5 min, 7500g,
4°C, supernatant odlijeme.

Zbytky supernatantu kratce sto¢ime na pikofuze a opatrné¢ odsajeme pipetou.
Vyslednou sedlinu (prisvitny pelet) vysusime na vzduchu asi 15 minut (pfipadné ve
flow boxu) a posléze rozpustime v 50 — 100 ul DEPC H,O (dle velikosti peletu).



Vzorek zamrazime na -80°C, pokud budeme ihned pokracovat s RT reakci ponechame
na ledu.

Osetreni RNA DNAsou (postup na 100 pl vyizolované RNA)

K vyizolované RNA ptiddme 10 pl DNAse pufru, 2 ul DNAsy a 0,5 ul RNAse
inhibitoru, promichame a inkubujeme 30 min pii 37°C.

Ke vzorku ptfidame 100 pl smési fenol/chloroform 5:1 (pH 4,7) pro zastaveni reakce,
intenzivné vortexujeme 15 sec a centrifugujeme 10 min, 12000g, 4°C.

Horni vodnou fazi pteneseme do nové mikrozkumavky a pfiddme 2,5 objemu 96%
isopropanolu nebo ethanolu (vychlazeny) a 0,1 objemu 3M octanu sodného.
Vortexujeme a poté centrifugujeme 20 min, 12000g, 4°C.

Supernatant opatrné odlijeme do odpadu a zkontrolujeme pfitomnost peletu.

K peletu ptidame 500 pl 75% ethanolu (vychlazeny), vortexujeme a centrifugujeme 5
min, 12000g, 4°C.

Supernatant odlijeme a pfidame 500 pl 96% ethanol (vychlazeny), vortexujeme a
centrifugujeme 5 min, 12000g, 4°C.

Opatrné odlijeme ethanol, stopy ethanolu na sténach zkumavky sto¢ime v pikofuze a
zbytky odebereme pipetou tak, aby se neporusil pelet.

Pelet vysusime na vzduchu asi 15 minut (pfipadné ve flow boxu) a posléze rozpustime
v 25 — 50 ul DEPC H,O (dle velikosti peletu).

B) Pomoci komercniho kitu na kolonkach (NucleoSpin RNA Plant, Macherey-Nagel)

Do sterilni mikrozkumavky s 0,1 g zmrzlého rostlinného prachu pfiddme 0,35 ml RA1
pufru a 3,5 pl B-merkaptoethanolu k 1yzi bunék a prudce vortexujeme.

Umistime fialovy NucleoSpin filtr do sbérné zkumavky a aplikujeme lyzat.
Centrifugujeme 1 min, 11000g pii laboratorni teploté.

Filtrat bez poskozeni peletu prepipetujeme do nové 2 ml zkumavky a ptidame 0,35 ml
70% ethanolu, vortexujeme.

Vznikly lyzat aplikujeme na svétle modrou NucleoSpin kolonu ve sbérné zkumavce
vcetné mozného precipitatu.

Centrifugujeme 30 s, 8000g pfti laboratorni teploté.

Umistime kolonu no nové 2 ml sbérné zkumavky a pfidime 0,35 ml MDB (membrané
desalting buffer).

Centrifugujeme 1 min, 11000g pii laboratorni teploté k vysuSeni membrany.

Ve sterilni zkumavce piipravime DNAsa reakéni smeés: pro kazdou reakci smichame
10 pul DNAsy a 90 ul DNAsa reakéniho pufru. Promichdme opatrnym pieklapénim
zkumavKky.

Ptimo na stied silikdtové membrany kolonky aplikujeme 95 pl DNAsy reakéni smési
(Stipani DNA) a inkubujeme 15 min pfi pokojové teploté.

K promyti membrany pfidame 0,2 ml RA2 na kolonku k inaktivaci DNAsy,
centrifugujeme 30 s, 8000g.

Umistéte kolonku do nové zkumavky.

Ptidame 0,6 ml RA3 na kolonku a centrifugujeme 30 s, 8000g.

Odstranime filtrat a umistime kolonku zpét do sbérné zkumavky.

Ptidame 0,25 ml RA3 na kolonku a centrifugujeme 2 min, 11000g.

Umistime kolonku do nové sterilni 1,5 ml mikrozkumavky a ptiddme 50 ul DEPC
H,O (RNAse free) na stied silikdtové membrany.

K vymyti vysoce Cisté RNA z kolonky centrifugujeme 1 min, 11000g.



Vzorek zamrazime na -80°C, pokud budeme ihned pokracovat s RT reakci ponechame
na ledu.

2.2.3.3. Spektrofotometrické stanoveni Cistoty RNA

Miru Cistoty vyizolované RNA uréime spektrofotometrickym stanovenim celkové RNA pfti
260 a 280 nm. Bude-li hodnota Ajso/230 > 1,8, je Cistota vzorku uspokojivad a hodnotu A,g
bude mozno pouzit pro vypocet koncentrace RNA.

Odebereme 5 pl z celkové vyizolované RNA a vhodné natedime do kyvety (100x),
métime absorbanci pii 260 a 280 nm.

Pokud je RNA preparat Cisty, pomér Aze0/230 dosahuje hodnoty okolo 2.

Ptibliznou koncentraci RNA uré¢ime z jednoduché uméry, pokud je Azso = 1, pak je v
kyveté 40 pg/ml RNA.

Pro reverzni transkripci nafedime vzorky na stejnou koncentraci.

2.2.3.4. Reverzni transkripce (prepis RNA do cDNA)

Jednotlivé komponenty pouzité pro pripravu reakce rozmrazime na ledu a po celou
dobu uchovavame na ledu.

Dbame na to, aby ve vSech pfipravovanych vzorcich pro kvantitativni RT-PCR bylo
stejné vychozi mnozstvi RNA (tj. 1 ug).

Do malé mikrozkumavky pipetujeme 1 pg celkové RNA (maximalné v objemu 10 pl)
a ptidame 0,8 pl 50 uM oligo(dT) primeru, doplnime celkovy objem sterilni vodou na
15 pl

Nechame inkubovat 5 min v termocykleru na 70°C a poté ochladime na 5 min na ledu.
Ke vzorku ptepipetujeme 8 pl 5x koncentrovaného pufru pro AMV polymerasu, 2,5 pl
10 mM dNTP mixu, 1 pl RNA inhibitoru a 1 pl AMV polymerasy. Doplnime celkovy
objem vodou na 25 pl.

Mikrozkumavku kratce sto¢ime v pikofuze a inkubujeme v termocykleru 60 min pii
42°C — probiha reverzni transkripce do cDNA.

Vzniklou cDNA zamrazime na -20°C nebo ulozime na led a pokracujeme v qRT-PCR.

2.2.3.5. Kvantifikace genové exprese GSNOR metodou real-time PCR

Nejdiive se seznamime se softwarem (MxPro'™ QPCR software) obsluhujicim real-
time termocykler Mx3000P (Stratagene) a se samotnou obsluhou termocykleru.

Jako templat pro PCR reakci pouzijeme 1 pl RT reakce (vytvorena cDNA).

Jako templat v kontrolni — negativni PCR pouzijeme 1 pl nepfepsané RNA.

Pro reakce pouzijeme genové specifické primery (Tab.l) a SYBR Green probu
(ABgene, ThermoScientific, UK) s pasivni referen¢ni barvickou ROX k normalizaci
dat.

Kazdou reakci provedeme ve dvou technickych replikatech.

Pro ptipravu 25 pl reakéni smési pouzijeme komponenty v mnozstvich uvedenych
v nasledujici tabulce (Tabulka 4; pipetujeme peclivé v tomto daném potradi do PCR
zkumavek - stripi ulozenych v chladicim stojanku):

Tabulka 4: Pfiprava reakéni smési

slozka objem v pl/1 reakce
SYBR Green Mix 2x 12,5
forward primer 3 uM 1,75
reverse primer 3 uM 1,75

deionizovana voda 8



cDNA 1
celkem 25

e Mikrozkumavky — stripy dobfe uzavieme vikem, kratce centrifugujeme v pikofuze
(eliminace bublinek) a okamzit¢ vlozime do termocykleru.

e Termocykler Mx3000P piedem nastavime na PCR program (Obr. 7):

aktivace enzymu 95°C, 15 min

denaturace 95°C, 15 sec

navazani primert (annealing) 60°C, 30 sec

rust fetézce (elongace) 72°C, 30 sec

kroky 2-4 opakovat 40x

kroky 7-9 jsou pro program ,,analyza kiivky tani*

denaturace 95°C, 30 sec

startovaci teplota 60°C, 30 sec

analyza Ty, (melting step) 60°C, 10 sec (80 cykll)

e Spustime amplifikaci dle pfedem nastavené¢ho programu a sledujeme prabeh reakci
v analytickém okné softwaru, po skonceni reakce vyhodnotime.

XN

Thermal Profile
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Segment 1 Segment 2 Segment 3
1 Cyecle 45 Cycles 1 Cyecle

Obr. 7. Ukazkové okno MxPro™ QPCR softwaru ilustrujici mozné parametry a cyklovani
pro real-time PCR.

2.2.4. Vyhodnoceni vysledku
Vyhodnoceni zmén exprese GSNOR
e Pro vypocet normalizované exprese pouzijeme parametr prahového cyklu Cr
(threshold cycle) pro kontrolni mRNA GAPDH a pfislusSnou mRNA GSNOR. V tomto
ptipadé je zakladnim predpokladem, ze exprese kontrolni GAPDH je konstantni ve
vSech rostlinach za riznych situaci, tedy Ze se chova jako ,,housekeeping® gen.
e V softwaru zkontrolujeme prolozeni ,threshold* ptimek tak, Ze prochéazeji linearni
oblasti v§ech amplifika¢nich kiivek.
e Odecteme vysledné Cthodnoty pro vSechny vzorky.
e K porovnani exprese (R — relative quantity) GSNOR v riznych organech a v prib¢hu
vyvoje rostliny miizeme normalizovanou expresi nami sledovaného genu, a to




GSNOR, pro ptislusny vzorek vzhledem ke kontrolni GAPDH vypocitat takzvanou
»metodou delta delta Ct* podle rovnic:

(1) R=2"¢
(2)  AACr = ACrvzorek - ACt kontrola
3) ACr = Crstudovany gen (GSNOR) - Cr gen provozni (GAPDH)

Zkontrolujeme denaturacni kiivky produkti a porovname ziskané denaturacni teploty.
Lisi-li se denatura¢ni kiivky, ovéfime velikost amplionli pomoci agarosové
elektroforézy.

2.2.5. Priklady vysledkii a moZné problémy

Jako pfiiklad vysledku je zde uvedeno porovnani exprese GSNOR v riznych organech
S. lycopersicum cv. Amateur.

Z riiznych organi rostliny byla vyizolovana celkova RNA, kterd byla nasledné v RT-
PCR piepsana do cDNA. Tato cDNA byla nésledné pouzita jako templat pro real-time
PCR, kde provozni gen GAPDH byl pouzit jako referenéni marker a studovanym
genem byla GSNOR.

Pted vyhodnocenim je dulezité stanovit spolecnou mez detekce ,threshold pro
vSechny vzorky, a to tak, ze se nejprve prepne okno softwaru do logaritmického modu
a nalezne se linearni faze vSech amplifikac¢nich kiivek, do které se mez detekce umisti.
Z vysledku (Obr. 8) je patrné, Ze mira exprese sledovaného genu GSNOR je vyssi u
zlutych okvétnich listkil a stonku pod listy oproti jinym orgadntm.
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Obr. 8. Porovnani exprese GSNOR v riznych organech S. lycopersicum cv. Amateur.

Mozné problémy

Pfi manipulaci s RNA i cDNA pracuj pouze s RNAse free sterilnim materidlem za
neustalého chlazeni materialu a pouzivej rukavice k zabranéni degradace RNA.

Pted zapocetim prace s real-time termocyklerem se fadné¢ seznam s obsluhou piistroje
a s ptislusnym softwarem.



e U denaturacnich kiivek se mohou vyskytovat dvé maxima, piipadn¢ teplota
denaturace se lisi u riznych vzorkl stejného genu — muze dochazet k nespecifické
amplifikaci. Lze ovéfit na agarosovém gelu nebo ovéfit PCR produkt sekvenaci, v
ptipadé potvrzeni nespecifické amplifikace potieba navrhnout nové primery na jiné
misto sekvence detekovaného genu. Dalsi z moznosti je zvySeni teploty annealingu o
2°C nebo optimalizace pomoci teplotniho gradientu.

e M¢l by byt patrny rozdil v amplifikaci u vzorku s cDNA a u negativni kontroly
s RNA. Cr vzorku se pohybuje okolo 22 cyklu, u negativniho vzorku by mez detekce
méla stézi prekroCit 38 cyklus. Obecné lze amplifikaci nad Cp 35 brat jako
nevérohodnou. Pokud vSak amplifikace vzorki cDNA je jen stézi vyS$i nez u
negativni kontroly RNA, je Spatn¢ pfepsand RNA. Potfeba znovu pifepsat RNA do
cDNA reverzni transkripci.

2.2.6. Kontrolni otazky

1. Co znamena, Ze data jsou sbirdna ,,real-time* béhem celého PCR procesu?

2. Jaky je rozdil mezi vazbou nespecifického a specifického fluorescencniho substratu na
DNA?

3. Vysvétli princip FRET (fluorescence resonance energy transfer), na zakladé¢ kterého pracuji
specifické fluorescencni sondy.

4. Jak lze prokazat, Ze b&hem amplifikace vzniklo vice produkti — tzn. nespecificka
amplifikace?
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AA
ADH3
APS

BIS

BSA
cDNA
Cr

DIBA
DNA
dNTP
dsDNA
DTT
FALDH
FRET
GAPDH
gDNA
GSNO
GSNOR
GS-SG
HMGSH
Ig
mRNA
NAD’
NADH
NC

NO
oligo(dT)
PAGE
PCR
PVDF
qRT-PCR
RNA
RNAsa/sy
RNAse-free
RSNO
RT
RT-PCR
SDS
TEMED

4. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
akrylamid

alkoholdehydrogenasa tidy III

persiran amonny

N,N‘-methylenbisakrylamid

hovézi sérovy albumin

»complementary* komplementarni DNA

cycle treshold

dot immunobindig assay

deoxyribonukleova kyselina

deoxyribonukleotid trifosfat

,,double-stranded* dvouvlaknova DNA
dithiothreitol

glutathion-dependentni formaldehyddehydrogenasa
fluorescence resonance energy transfer
glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasa

genomova DNA

S-nitrosoglutathion

S-nitrosoglutathionreduktasa

oxidovany glutathion, disulfid
S-(hydroxymethyl)glutathion

imunoglobulin

medidtorovd RNA

oxidovany nikotinamidadenindinukleotid
redukovany nikotinamidadenindinukleotid
nitrocelulosova membrana

oxid dusnaty

oligodeoxythymidylic acid (primer)

elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
,polymerase chain reaction* polymerazova fetézova reakce
polyvinilidendifluoridova membrana
kvantitativni real-time PCR ,,PCR v realném Case*
ribonukleova kyselina

RNA endonukleasa/sy

,,yibonuclease-free* zbavena ribonukleas
S-nitrosothioly

reverzni transkripce

reverzné transkripéni PCR

dodecylsiran sodny
N,N,N‘,N*-tetramethylendiamin



