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Primjeri upotrebe kontrola u

eksperimentima

Istrazujete funkcionalnu ulogu novo otkrivenog gena OsRHPT u toleranciji rize
na susu. U tu svrhu generirali ste transgenicne biljke s prekomjernom
eksprestjom gena OsRHPT.

OsRHP1 — Oryza sativa RING-H2 protein 1 @ OsRHP7
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na susu. U tu svrhu generirali ste transgenicne biljke s prekomjernom
eksprestjom gena OsRHPT.

OsRHP1 — Oryza sativa RING-H2 protein 1 @ OsRHP7




Primjeri upotrebe kontrola u eksperimentima

Istrazujete funkcionalnu ulogu novo otkrivenog gena OsRHPT u toleranciji rize na susu. U tu
svrhu generirali ste transgenicne biljke s prekomjernom ekspresijom gena OsRHP7. Vas prvi
korak je utvrditi je li doslo do uspjesne ugradnje tog konstrukta (355:OsRHPT) u genom rize
Sto provjeravate lancanom reakcijom polimerazom (PCR) koriste¢i gen specificne pocetnice 1
kao kalup izoliranu DNA iz biljaka. Koje kontrole trebate koristiti u ovom eksperimentu?
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Primjeri upotrebe kontrola u eksperimentima

Istrazujete funkcionalnu ulogu novo otkrivenog gena OsRHPT u toleranciji rize na susu. U tu
svrhu generirali ste transgenicne biljke s prekomjernom ekspresijom gena OsRHP7. Vas prvi
korak je utvrditi je li doslo do uspjesne ugradnje tog konstrukta (355:OsRHPT) u genom rize
Sto provjeravate lancanom reakcijom polimerazom (PCR) koriste¢i gen specificne pocetnice 1
kao kalup 1zoliranu DNA 1z biljaka. Koje kontrole trebate koristiti u ovom eksperimentu?

(-) M (+)
Negativna * Smjesa za PCR s pocetnicama, ali bez
kontrola kalupa (DNA)
Pozitivna * Kao kalup koristite plazmidnu DNA koja
kontrola sadrzi CDS gena od interesa (OsRHPT)




Primjeri upotrebe kontrola u eksperimentima

Istrazujete funkcionalnu ulogu novo otkrivenog gena OsRHPT u toleranciji rize na susu. U tu
svrhu generirali ste transgenicne biljke s prekomjernom ekspresijom gena OsRHP7. Vas prvi
korak je utvrditi je li doslo do uspjesne ugradnje tog konstrukta (355:OsRHPT) u genom rize
Sto provjeravate lancanom reakcijom polimerazom (PCR) koriste¢i gen specificne pocetnice 1
kao kalup 1zoliranu DNA 1z biljaka. Koje kontrole trebate koristiti u ovom eksperimentu?

Opctja 1 — bez pozitivne kontrole Opcija 2 — bez negativne kontrole
() M M (+)

Ne znamo je li izostanak vrpci na gelu uzrokovan Ne znamo je li umnazanje mozda posljedica
nedostatkom ili nedostatnom ekspresijom, ili neka kontaminacije u nekoj od komponenti PCR smjese.
komponenta reakcije PCR nije valjanas —— ' - ———




Primjeri upotrebe kontrola u eksperimentima

Istrazujete funkcionalnu ulogu novo otkrivenog gena OsRHPT u toleranciji rize na susu. Vas
iduéi korak je utvrditi u kojim tkivima biljke 1 u kojoj mjert je nativni gen eksprimiran te ste
izolirali ukupnu RNA iz razlicitih tkiva te ju preveli u komplementarnu DNA (cDNA). Radite
semi-kvantitativni PCR kojt ¢ete potom provijeriti kvantitativnhom PCR reakcijom u stvarnom

vremenu (qPCR). Koje kontrole trebate koristiti u ovim eksperimentimar

(=) M (+)

PCR reakcija je

uspjesna . e e

Endogena * unutarnja kontrola, konstitutivno eksprimirani

kontrola odrzavateljski gen (,,housekeeping”)
Negativna Pozitivna Neki od stalno aktivnih gena, eksprimiran u
kontrola kontrola svim tkivima/stanicama/tretmanima i to
Nema podjednako (referentni gen).
kontaminacija




Primjeri upotrebe kontrola u eksperimentima

Istrazujete funkcionalnu ulogu novo otkrivenog gena OsRHPT u toleranciji rize na susu. Vas
iduéi korak je utvrditi u kojim tkivima biljke 1 u kojoj mjert je nativni gen eksprimiran te ste
izolirali ukupnu RNA iz razlicitih tkiva te ju preveli u komplementarnu DNA (cDNA). Radite
semi-kvantitativni PCR kojt ¢ete potom provijeriti kvantitativnhom PCR reakcijom u stvarnom
vremenu (qPCR). Koje kontrole trebate koristiti u ovim eksperimentimar
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Primjeri upotrebe kontrola u eksperimentima

Istrazujete funkcionalnu ulogu novo otkrivenog gena OsRHPT u toleranciji rize na susu. Pitanje
koje Vam se sljede¢e namece je li transgen 355:0sRHPT stvarno prekomjerno eksprimiran u :
Vasim generiranim transgenicnim biljkama. Metoda koju provodite je opet qPCR. Koje
kontrole b1 koristili? |
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Primjeri upotrebe kontrola u eksperimentima

Istrazujete funkcionalnu ulogu novo otkrivenog gena OsRHPT u toleranciji rize na susu. Pitanje
koje Vam se sljede¢e namece je li transgen 355:0sRHPT stvarno prekomjerno eksprimiran u
Vasim generiranim transgenicnim biljkama. Metoda koju provodite je opet qPCR. Koje
kontrole b1 koristili?
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Primjeri upotrebe kontrola u eksperimentima

Istrazujete funkcionalnu ulogu novo otkrivenog gena OsRHPT7 u toleranciji rize na susu 1
konacno ste dosli do dijela gdje cete testirati utjecaj suSe na Vase transgenicne biljke. Tr1 tjedna
stare biljke 355::OsRHPT uzgajane u standardnim uvjetima 1 do tad redovito zalijevane, 1zlazete

susi na 10, 14 ili 22 dana te na kraju svakog perioda pregledavate biljke 1 biljezite promjene.
Koje kontrole su nuzne u ovom eksperimentu?

Divlji tip Divlji tip

355-0REPT DV P 550 0 RHPT 355-0sREPT VP oo 0 REPT

susa Redovito zalijevanje susa Redovito zalijevanje

10 days

Kontrolne grupe




Primjeri upotrebe kontrola u eksperimentima

Istrazujete funkcionalnu ulogu novo otkrivenog gena OsRHPT7 u toleranciji rize na susu 1
konacno ste dosli do dijela gdje cete testirati utjecaj suSe na Vase transgenicne biljke. Tr1 tjedna
stare biljke 355::OsRHPT uzgajane u standardnim uvjetima 1 do tad redovito zalijevane, 1zlazete
susi na 10, 14 ili 22 dana te na kraju svakog perioda pregledavate biljke 1 biljezite promjene.
Koje kontrole su nuzne u ovom eksperimentu?

Vektorska Divlji tip Vektorska Divli 6
kontrola 355::0sRHP1 e e

e .. - .l.

susa S

Kontrolne grupe Plus sve navedene linije bez tretmana (redovito zalijevanje).
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J. Plant Biol. (2014) 57:357-365
DOI 10.1007/s12374-013-0481-z

Overexpressing a Novel RING-H2 Finger Protein Gene, OsRHPI,
Enhances Drought Tolerance in Rice (Oryza sativa L.)

SN 5 > s . N , .
De-Er Zeng'?, Pei Hou', Fangming Xiao® and Yongsheng Liu'**

1400 =
1200 - IWT
— 1000 - 0] OER1-1
E B OER1-2
& 8004 W OER13
@
o 600
< *
t 400+ * *
2
e 200+
n > —F
< 97
@ e rH 15 day 22 day
Fig. 6. Extreme expeniment of W and OER1-2 plants under drought stress.
30 -
0
control drought




Primjeri upotrebe kontrola u
eksperimentima

Kromatinska imunoprecipitacija (ChIP)




Primjeri upotrebe kontrola u eksperimentima

Kromatinska imunoprecipitactja (ChlP)
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Kromatinska imunoprecipitacija je metoda koja se koristi za istrazivanje interakcija izmedu DNA i proteina unutar kromatina. Temeljni
princip je da se DNA-vezujuci proteini (primjerice transkripcijski faktori) mogu fiksirati za DNA na koju su vezani (crosslinking) 1 zatim
uz pomoc specificnog protutijela imunoprecipitirati. Iz istalozenih protein-DNA kompleksa se zatim razdvoji DNA od proteina te se
vezna mjesta mogu dalje analizirati metodom qPCR ili pak sekvencirati.




Primjeri upotrebe kontrola u eksperimentima Kromatinska imunoprecipitactja (ChIP)

Zelite istraziti koja su sve potencijalna mjesta vezanja metiltransferaze EZH2 na genom stanica raka
prostate (stanicna linija LNCaP). Primarna uloga enzima EZH2 je metilacija lizina u histonu H3
(H3K27), ali 1 nekih drugih proteina u stanicama sisavaca pri ¢emu dolazi do transkripcijskog utisavanja. :
Ukoliko je ova metiltransferaza mutirana, dolazt do promijenjene genske ekspresije 1 posljedicno do !
razvoja karcinoma. Metoda koju provodite je ChIP, a tijekom cijelog eksperimenta vrlo je vazno voditi |
racuna da sve potrebne kontrole budu provedene.

Prvi korak u eksperimentu je uzorkovanje stanica i fiksiranje protein-DNA interakcija u kromatinu
(crosslinking). A osnova za daljnji tijek eksperimenta je potvrda da su protein-DNA interakcije stvarno
fiksirane. Ovo ¢emo testirati imunodetekcijom koristeci antitijelo koje veze nas protein od interesa EZH2
(anti-EZH?2). Koje kontrole su nam ovdje potrebne?

Cells ’2:)

Cross-linking

Harvest cells and crosslink DNA
to proteins.




Primjeri upotrebe kontrola u eksperimentima Kromatinska imunoprecipitactja (ChIP)

Prvi korak u eksperimentu je uzorkovanje stanica i fiksiranje protein-DNA interakcija u kromatinu pomocu formaldehida
(crosslinking). A osnova za daljnji tijek eksperimenta je potvrda da su protein-DNA interakcije stvarno fiksirane te koje je
vrijeme fiksacije optimalno. Ovo éemo testirati imunodetekcijom koristeci antitijelo koje veze nas protein od interesa
EZH2 (anti-EZH2). Koje kontrole su nam ovdje potrebner -/
Cells b, .
3 - g iy
M /\) formaldehyde (min) g ’l\\,\
(kDa) < D | 0 05 5 10 20 30 30 | Cross-linking
complex 4 ~241 kDa
206
PIO.CISCCHI — POZitiVﬁa complex 3 ~120 kDa
protein EZH2 kontrola
ﬂ complex 2 ~88 kDa
complex 1~65 kDa
39 EZH2
32
Stanice koie nis R CENNE .
! JenoRN Eksperimentalna N Mutirani protein EZH2
prosle fiksaciju = I 8 = na koje se antitijelo ne
) ontrola kontrola ] ]
formaldehidom moze vezati
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Utvrdili ste da su interakcije izmedu DNA 1 proteina fiksirane i zakljucili ste kako je optimalno vrijeme
tiksacije 10 min jer tako hvatate komplekse razlicitih velicina. Sljedeci korak je izolacija jezgri, liza jezgri te
tragmentacija kromatina sonikacijom. Kako bi provijerili je li sonikacija bila uspjesna?

Uzorak koji nije _ Eksperimentalna
soniciran kontrola

2 5 914 20 min

Harvest cells and crosslink DNA
to proteins.

Isolate nuclei. Lyse nuclei and
sonicate chromatin.
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Primjeri upotrebe kontrola u eksperimentima Kromatinska imunoprecipitacija (ChIP)

Uspjesno ste fragmentirali kromatin te sad slijedi vezanje antitijela za ChIP. Koristite ve¢ spomenuto
antitijelo anti-EZH2. Nakon vezanja antitijela slijedi imunoprecipitacija samo onth fragmenata za koje se
antitijelo specificno veze, odvajanje vezanih proteina od DNA te precipitacija fragmenata DNA koji se
potom analiziraju metodom qPCR za ocekivana vezna mjesta, odnosno sekvenciranjem kako bi se otkrila
nova vezna mjesta proteina EZH2 na genomu.

Harvest cells and crosslink DNA
to proteins.
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Primjeri upotrebe kontrola u eksperimentima Kromatinska imunoprecipitactja (ChIP)

Uspjesno ste fragmentirali kromatin te sad slijedi vezanje antitijela za ChIP. Koristite ve¢ spomenuto
antitijelo anti-EZH2. Nakon vezanja antitijela slijedi imunoprecipitacija samo onth fragmenata za koje se
antitijelo specificno veze, odvajanje vezanih proteina od DNA te precipitacija fragmenata DNA koji se
potom analiziraju metodom qPCR za ocekivana vezna mjesta, odnosno sekvenciranjem kako bi se otkrila
nova vezna mjesta proteina EZH2 na genomu.

Ovo je kljucan korak u kojem je bitno imati sve potrebne kontrole:

B HOXA9

* Pozitivha kontrola — antitijelo koje ¢e se vezati na sekvence & 3 GAPDH

DNA, neovisno o aktivhosti lokusa koji se istrazuju u

cksperimentu. U tu svrhu najcesce se koristi antitijelo koje se
veze na sve varfjante histona H3 (Histone H3 (D2B12) &
XP® Rabbit mAb (ChIP Formulated)). 1-

0 i e | -I_]
* Negativna kontrola (tzv. ,,mock” uzorak) — antitijelo koje ne Specificho  Negativna ~ Pozitivna
prepoznaje specificne epitope te se koristi za detekciju s ot e e aniel

protein od (IgG) (Histon H3)
interesa

(EZH2)

nespecificnih vezanja (npr. IgG iz kunica)

HOXA9 = poznato vezno mjesto histona H3 i proteina EZH2 (pozitivna kontrola)

S i GAPDH = lokus za koji je poznato da se na njega ne veze EZH2 (negativna kontrola)




Primjeri upotrebe kontrola u eksperimentima Kromatinska imunoprecipitactja (ChIP)

Uspjesno ste fragmentirali kromatin te sad slijedi vezanje antitijela za ChIP. Koristite ve¢ spomenuto
antitijelo anti-EZH2. Nakon vezanja antitijela slijedi imunoprecipitacija samo onth fragmenata za koje se |
antitijelo specificno veze, odvajanje vezanih proteina od DNA te precipitacija fragmenata DNA koji se |
potom analiziraju metodom qPCR za ocekivana vezna mjesta, odnosno sekvenciranjem kako bi se otkrila l
nova vezna mjesta proteina EZH2 na genomu. |

Opcija 1 — ChIP je bio neuspjesan Opcija 2 — ChIP je uredu, ali specificno antitijelo ne radi

=

e e e

=

% of total input chromatin
%% of 1otal inpul chromatin

Pozitivna Specificno Negativna Pozitivna Specificno Negativna
kontrola antitijelo na kontrola kontrola antitijelo na kontrola
(Histon H3) protein od (IgG) (Histon H3) protein od (IgG)
interesa interesa

(EZH?2) R R R R (EZH2)




Primjeri upotrebe kontrola u eksperimentima Kromatinska imunoprecipitactja (ChIP)

Uspjesno ste fragmentirali kromatin te sad slijedi vezanje antitijela za ChIP. Koristite ve¢ spomenuto
antitijelo anti-EZH2. Nakon vezanja antitijela slijedi imunoprecipitacija samo onth fragmenata za koje se
antitijelo specificno veze, odvajanje vezanih proteina od DNA te precipitacija fragmenata DNA koji se
potom analiziraju metodom qPCR za ocekivana vezna mjesta, odnosno sekvenciranjem kako bi se otkrila
nova vezna mjesta proteina EZH2 na genomu.

Ovo je kljucan korak u kojem je bitno imati sve potrebne kontrole:

* Pozitivna kontrola — antitijelo koje ¢e se vezati na sekvence DNA, neovisno o aktivnosti lokusa koji
. se istrazuju u eksperimentu. U tu svrhu najceSce se koristi antitijelo koje se veze na sve varijante

histona H3 poput Histone H3 (D2B12) XP® Rabbit mAb (ChIP Formulated).

* Negativna kontrola (tzv. ,,mock™ uzorak) — antitijelo koje ne prepoznaje specificne epitope te se
koristi za detekciju nespecificnih vezanja (npr. IgG iz kunica)

* JInput” kontrola — uzorak koji je prosao crosslinking 1 fragmentaciju, ali ne 1 imunoprecipitaciju. Ova
kontrola se koristt jer sonikacija nije u potpunosti nasumican proces te se ovime eliminiraju lazno
pozitivni rezultati




Primjeri upotrebe kontrola u eksperimentima Kromatinska imunoprecipitactja (ChIP)

Uspjesno ste fragmentirali kromatin te sad slijedi vezanje antitijela za ChIP. Koristite ve¢ spomenuto
antitijelo anti-EZH2. Nakon vezanja antitijela slijedi imunoprecipitacija samo onth fragmenata za koje se
antitijelo specificno veze, odvajanje vezanih proteina od DNA te precipitacija fragmenata DNA koji se
potom analiziraju metodom qPCR za ocekivana vezna mjesta, odnosno sekvenciranjem kako bi se otkrila

nova vezna mjesta proteina EZH2 na genomu.

* ,JInput” kontrola — uzorak koji je prosao crosslinking 1 fragmentaciju, ali ne 1 imunoprecipitaciju. Ova
kontrola se koristi jer sonikacija nije u potpunosti nasumican proces te se ovime eliminiraju lazno

pozitivni rezultati
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@ Input kontrola
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Primjeri upotrebe kontrola u eksperimentima Kromatinska imunoprecipitacija (ChIP)

Nakon sto ste proveli eksperimente, pripremili sve potrebne uzorke (bioloske i tehnicke
replike) 1 kontrole, Saljete ith u servis gdje ¢e se odraditi priprema knjiznice 1 sekvenciranje, a
vama onda slijedi analiza dobivenih podataka.
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Primjeri upotrebe kontrola u eksperimentima

Kromatinska imunoprecipitacija (ChIP)

Nakon sto ste proveli eksperimente, pripremili sve potrebne uzorke (bioloske i tehnicke
replike) 1 kontrole, Saljete ith u servis gdje ¢e se odraditi priprema knjiznice 1 sekvenciranje, a
vama onda slijedi analiza dobivenih podataka.

—————— Mappin

Reference geneme

Raw reads

Input ChipP
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Kromatinska imunoprecipitacija (ChIP)

Nakon sto ste proveli eksperimente, pripremili sve potrebne uzorke (bioloske i tehnicke
replike) 1 kontrole, Saljete ith u servis gdje ¢e se odraditi priprema knjiznice 1 sekvenciranje, a
vama onda slijedi analiza dobivenih podataka.

R1

ChIP-seq
R2

R3

Input
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[ Input
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Primjeri upotrebe kontrola u eksperimentima Kromatinska imunoprecipitacija (ChIP)

Nakon sto ste proveli eksperimente, pripremili sve potrebne uzorke (bioloske i tehnicke
replike) 1 kontrole, Saljete th u servis gdje ¢e se odraditi priprema knjiznice 1 sekvenciranje, a

vama onda slijedi analiza dobivenih podataka.
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Primjeri upotrebe kontrola u eksperimentima Kromatinska imunoprecipitactja (ChIP)
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FRET-FLIM




Primjeri upotrebe kontrola u eksperimentima FRET-FLIM

(Forster resonance energy transter - fluorescence lifetime imaging microscopy)
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Primjeri upotrebe kontrola u eksperimentima FRET-FLIM

Istrazujete utjecaj gama zracenja na unutarstanicnu lokalizaciju kinaza NME1 1 NME2 te njthovu
oligomerizaciju u stanicama Hel.a. Gama zracenje uzrokuje oste¢enja DNA, dok su kinaze NME1 1
NME?2 ukljucene u popravak ostecene DNA te sprecavanje nastanka metastatskih stanica. U istrazivanju
koristite konfokalni mikroskop, a za testiranje oligomerizacije i metodu FRET-FLIM, a proteini od
interesa NME1 1 NME2 obiljezeni su fluorescentnim proteinima (GFP i REFP).

Prvi korak je trajna transformacija stanica fluorescentno obiljezenim proteinima NME]1 i

NME2 te pod konfokalnim mikroskopom provjeravate je li transformacija bila uspjesna. Koje

. kontrole morate imati? 1 2
Svijetlo polje GFP REP

Helium Gas @]
Plastic Disk o
DNA Coated <%
Gold Particles

Screen

EHEE
Target
Cells ‘

GFP-NMET1 +
RFP-NME2




Primjeri upotrebe kontrola u eksperimentima

FRET-FLIM
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Prvi korak je trajna transformacija stanica fluorescentno obiljezenim proteinima NMET 1
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Primjeri upotrebe kontrola u eksperimentima | FRET—FLIM

Iduc¢i korak je zracenje stanica te promatranje unutarstanicne lokalizacije NME1 1 NME2 kako

bi utvrdili dolazi li do promjene u njthovoj lokalizaciji. Koje kontrole morate imati?
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Primjeri upotrebe kontrola u eksperimentima FRET-FLIM

Prvi korak je zracenje stanica te promatranje unutarstanicne lokalizacije NME1 1 NME2 kako
bi utvrdili dolazi li do promjene u njthovoj lokalizaciji. Koje kontrole morate imati?
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Koje kontrole nedostaju na slici?
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Primjeri upotrebe kontrola u eksperimentima FRET-FLIM

Prvi korak je zracenje stanica te promatranje unutarstanicne lokalizacije NME1 1 NME2 kako
bi utvrdili dolazi li do promjene u njthovoj lokalizaciji. Koje kontrole morate imati?

A Non-irradiated cells B Gamma irradiation (30 Gy)

EGFP-NME1 mCherry-NME2 Overlay EGFP-NME1 mCherry-NME2 Overlay
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Koje kontrole nedosta]u na slici?
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Ima li zracenje utjecaj na
lokalizaciju molekula
reportera?

Dolazi li uslijed zracenja do
autofluorescencije stanicar
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Primjeri upotrebe kontrola u eksperimentima FRET-FLIM

I na kraju, zelite utvrditi djeluju i proteint NME1 1 NME2 u stanici kao homodimeri ili heterodimeri
(pitanje oligomerizacije). Metodom FRET-FLIM testirat ¢ete postojanje homodimera NME1 1 NME2, te
interakcije proteina NME1 s NME2 (heterodimer). Koje bi vam ovdje bile kontrole?

Protein Protein Proteins
Donor ’V‘ Acceptor Donor ./\/M\. Acceptor
No FRET FRET

Donor:

Donor:
Slow Fast
decay decay




Primjeri upotrebe kontrola u eksperimentima FRET-FLIM

Protein Protein Proteins |
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I na kraju, zelite utvrditi djeluju i proteint NME1 1 NME2 u stanici kao homodimeri ili heterodimeri
(pitanje oligomerizacije). Metodom FRET-FLIM testirat ¢ete postojanje homodimera NME1 1 NME2, te
interakcije proteina NME1 s NME2 (heterodimer). Koje bi vam ovdje bile kontrole?
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I na kraju, zelite utvrditi djeluju i proteint NME1 1 NME2 u stanici kao homodimeri ili heterodimeri
(pitanje oligomerizacije). Metodom FRET-FLIM testirat ¢ete postojanje homodimera NME1 1 NME2, te
interakcije proteina NME1 s NME2 (heterodimer). Koje bi vam ovdje bile kontrole?
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I na kraju, zelite utvrditi djeluju i proteint NME1 1 NME2 u stanici kao homodimeri ili heterodimeri
(pitanje oligomerizacije). Metodom FRET-FLIM testirat ¢ete postojanje homodimera NME1 1 NME2, te
interakcije proteina NME1 s NME2 (heterodimer). Koje bi vam ovdje bile kontrole?
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Figure 5. Schematic interpretation of the changes in Dr determined by FRET/FLIM experiments
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