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I. Zaklady prace v laboratori:

1. Zasady aseptické prace v laboratofri:

Laborator explantatovych kultur:

Kultivace explantati musi probihat ve sterilnich podminkéach, Zzivnd media jsou
optimalni 1 pro rist bakterii a plisni. Pii zakladani kultury se explantaty sterilizuji nejCastéji
chemickymi prostiedky obsahujici chlor a kyslik (Chloramin B, Chlérové véapno aj.).
Kultivaéni media se sterilizuji v autokldvu. Pokud se néktera slozka media nesmi
autoklavovat, sterilizuje se filtraci ptes nitrocelulozovy filtr 0,22 um a potom se pfida do
chladnouciho autoklavovaného media. Manipulace s explantatovymi kulturami se provadi ve
sterilnim prostiedi ve flow boxu, kde se vzduch filtruje pfes Hepa filtry. Pouzivané nastroje
(napt. pinzeta, skalpel) se sterilizuji v horkovzdusné susarné pti 140°C 2 hodiny a béhem
prace ve flow boxu v 70% ethanolu a opalenim nad kahanem.

Mikrobiologicka laborator:
Pro praci plati stejné zasady jako v laboratofi explantatovych kultur.

Laboratof molekularni biologie:

Prace se provadi v béZzné laboratoti. Pouze pipetovani roztokl a préace, kde je riziko
kontaminace DNA a roztokli chemikalii, se provadi asepticky v ochrannych rukavicich ve
flow boxu. Vétsina chemikalii pro molekularni biologii je finanéné nakladna, proto je vhodné
pripravit si jejich alikvotni mnozstvi a uchovavat je v doporuc¢enych podminkach (napft.
v mrazicim boxu pii —20°C az —80°C. Roztoky se sterilizuji filtraci nebo autoklavovanim.
Kontaminaci chemikalii lze ptfedchazet pouzivanim sterilnich (autokldvovanych) Spicek,
ptipadné ochrannych rukavic.

Pii praci s RNA je nezbytné vyhnout se jakékoliv kontaminaci ribonukledzami, které
jsou velmi stabilni a ke své funkci obvykle nevyzaduji zadné kofaktory. Proto je nutné
pouzivat chemikalie a roztoky prosté ribonukledz a sterilni jednordzové plastové pomticky,
které jsou po izolaci likvidovany.

2. Méreni pH:

Zékladnim prostfedim pro reakce v molekularni biologii je voda. Iontové slouceniny
v ni rozpusténé disociuji a ovliviiyji tak pH roztoku. Tato veli¢ina je definovéna jako zaporny
dekadicky logaritmus koncentrace vodikovych ionti (pH = -log [H']). pH vodnych roztoki
nabyvé hodnot od 1 do 14. Roztoky neutralni maji hodnotu pH 7. S rostouci hodnotou pH se
zvysuje alkalita roztoku, zaroven klesa jeho acidita a naopak. Hodnoty pH jsou zavislé na
teploté. To znamend, Ze tentyZ roztok vytemperovany na riizné teploty bude vykazovat
odlisné hodnoty pH.

Pro spravny pribeh chemickych reakci je nutné pH roztokli méfit. Pro velmi hruby
odhad pH se pouzivaji acidobazické indikatory (napt. lakmus, fenolftalein, bromfenolova
modf). Pro ptesnéjs$i odhad pH existuji indikatorové papirky, které po kontaktu s kapalinou,
jejiz pH se zjistuje, zméni své zbarveni. Tato zména se porovnad s barevnou stupnici
s ozna¢enymi hodnotami pH.

Presné meéfeni pH roztokli se provadi pomoci elektronickych pH-metri se pH
elektrodou, kterd se ponoii do roztoku, a pH se odecitd na stupnici pfistroje. Pro méfeni
pomoci pH-metru plati tyto zasady:



pii méfeni fixovat elektrodu vzdy ve vertikalni poloze

béhem méfeni roztok mirn¢ promichévat (michadlem na magnetické michacce)
nikdy nedavat elektrodu do roztokt obsahujicich SDS (laurylsiran sodny)
mefit pH v intervalu mezi hodnotami pouzitych kalibra¢nich roztoki

mezi méfenimi nenechat vyschnout diafragma elektrody

po ukonceni méteni omyt elektrodu destilovanou vodou

pro upravu pH pouzivat pouze chemikalie ur¢ené k tomuto tcelu

3. Pufry:

Chemické reakce musi velmi Casto probihat za konstantni hodnoty pH, a proto je
provadime v prostfedi vhodnych roztokl, tzv. pufrti (tlumivé roztoky). Jsou to roztoky
kyseliny (HA) a k ni konjugované zésady (A") ¢i zasady (B) a k ni konjugované kyseliny
(BH"). Pufry jsou schopné po pfidani kyseliny ¢&i zasady udrzovat pH roztoku na potiebné
hodnot¢, dokud neni vycerpana jejich tlumiva kapacita.

4. Roztoky:
Roztoky jsou smési, které obsahuji jednu nebo vice rozpuSténych latek
v rozpoustédle. Pro popis obsahu latky rozpusténé v roztoku existuje nékolik zptsobt:

Vyjadreni sloZeni roztoku koncentraci:

Koncentrace roztoku rozpousténé latky v rozpousStédle se vyjadiuje v téchto
jednotkach: mol/l nebo mol/dm’. Stale se ale pouZiva oznadeni v M (molarita), které jiz ale
neni podle nomenklatury SI spravné. Tedy roztok o koncentraci 5 mol/dm’ je totéz jako 5
mol/l roztok nebo jako 5 M roztok.

Ne vSude se vSak pouzivaji zakladni jednotky SI. Vyznamné se pii oznaCovani
konkrétnich hodnot jednotlivych veli¢in pouZzivaji odvozené jednotky, které navic obsahuji
predponu, kterd znamend dekadicky ndsobek zékladni jednotky. Obvykle se dekadické
zptesnéni piedponou pohybuje v ramei ti tada  (napi. Iml= 1071, 1ul =101, Inl= 1071,
1pl=10"1).

Roztok mé koncentraci 1 mol/l, jestlize je vjednom litru rozpusténo tolik grami
latky, kolik ciselné¢ odpovidéd jeji relativni molekulové hmotnosti (ta je definovéana jako
soucet relativnich atomovych hmotnosti vSech prvka ve slouceniné vynasobenych jejich
stechiometrickymi koeficienty).

Vyjadreni sloZeni roztoku pomérem:

Tento zplsob vyjadfovadni mnozstvi rozpusténé latky v roztoku je velmi bézny a
vyjadiuje, jaky podil z celkového objemu roztoku tvoii rozpusténd latka. Nejuzivanéjsi
zpusoby jsou:

e procento % (1% = 1/100 celku)
promile %o (1%o = 1/1000 celku)
ppm (part per million, Ippm = 10 celku)
ppb (part per billion, 1ppb = 10~ celku)

V souvislosti se slozenim roztoku je mozné se v literatuie setkat s nasledujicimi symboly:
e (wW/v) - hmotnostni zlomek (angl. weight - hmotnost, volume - objem)
napf. 2% (w/v) vodny roztok NaCl znamena, Ze 2 g NaCl budou rozpustény ve vodé
a celkovy objem roztoku bude 100 ml



e (v/v) - objemovy zlomek - (angl. volume = objem)
napt. 1% (v/v) vodny roztok glycerolu znamend, Ze 1ml glycerolu bude rozpustén ve
vode¢ a celkovy objem roztoku bude 100 ml

K¥izové pravidlo:

Nejjednodussi zplisob, kterym lze vypocitat koncentraci roztoku, pfipravujeme-li jej
fedénim roztoku zdsobniho ¢i smisenim dvou roztokl téze latky o riznych koncentracich, je
ktizové pravidlo:

Obecné schéma kiizového pravidla:

wi [%] n; w ... koncentrace prvniho roztoku v %
\ / w> ... koncentrace druhého roztoku v %
w3 [%] w3 ... koncentrace vysledného roztoku v %
/ \ n; ... pocet dild roztoku o koncentraci w;
wy [%] n, n, ... pocet dilt roztoku o koncentraci w,

Plati: n; = |ws—wy,|
n = |W3— wi

Pi.: Pfipravte 100 ml 70% ethanolu z 96% ethanolu a destilované vody.
Reseni: Nejprve dosadime do kiizového pravidla a vypocitame hodnoty n; a n,.

96% 70
0 \ /

70%

o \26

Z kiizového pravidla vyplyva, ze 70% roztok ethanolu ziskdme smisenim 70 dila 96%
ethanolu a 26 dila destilované vody. Celkovy objem roztoku je 100 ml a to odpovida 96
dilam, tj. 70 dilt + 26 dilt. Z toho vyplyva, Ze 1 dil odpovida piiblizné 1,04 ml. Pro piipravu
100 ml 70% roztoku ethanolu tedy pottebujeme 72,8 ml 96% ethanolu a 27,2 ml destilované
vody.

5. Méfeni objemii:

Pti préci s roztoky je velmi dillezitou veli¢inou objem. Podle toho, s jakou piesnosti je
tieba objem odméfovat, se voli zpisob méfeni. K odmétfovani vétsich objeml se pouzivaji
odmérné vélce, odmérné baiky a délené i nedélené pipety. Pokud je tieba odméfit objemy
s presnosti na mikrolitry, pouzivaji se ddvkovaci mechanické mikropipety.

Mikropipety jsou pfesné kalibrovany, je nutné s nimi opatrné¢ zachazet a dodrzovat
tyto zasady:
e Mikropipety slouzi k odmétovani pouze takovych objemd, které dovoluji jejich
rozsahy urcené vyrobcem a uvedené na pipeté.
e Pfed nasatim pozadovaného objemu kapaliny mikropipetou se nejprve pomoci otaceci
stupnice nastavi objem, ktery se bude nabirat. Rizné pipety maji rizné systémy



nastavovani téchto objemi. Je nutné zejména davat pozor u téch mikropipet, u
kterych je otaceci stupnice zajistovana posuvnym zamkem (Nichiryo, Biohit), aby
nedoslo k poskozeni pipety nastavovanim objemu v zajisténé pozici.

Pipeta se uchopi do ruky tak, aby bylo mozné palcem pohodIné obsluhovat jak pist
slouzici k nasdvani a vypousténi kapaliny, tak packu pro vyhozeni pouzité Spicky.
Pipeta se drzi stale v pfiblizn¢€ svislé poloze. Pipeta s nasatou kapalinou se nikdy
nepokladd do horizontalni polohy, protoZze by mohlo dojit k nateceni kapaliny do
vnitinich ¢asti pipety a k jejimu poskozeni ¢i zniceni!

Na pipetu se nasadi vzdy pouze piislusnd Spicka, kterd je pro ni urcend! Bézné
pouzivané Spicky maji tii barvy: bilou (objemy do 10 ul), zlutou (objemy do 100 az
200 ul) a modrou (objemy do 1 ml).

Pii pipetovani se pist mikropipety stla¢i do prvni (horni) polohy. Spitka se ponoii
pod hladinu kapaliny (1-2 mm v ptipad¢ bilé Spicky, 2-4 mm u zluté Spi¢ky a 3-6 mm
u modré Spicky) a pist se pii nasavani kapaliny pomalu vraci do ptivodni polohy. Pist
se pousti pomalu, nesmi se rychle pustit do ptiivodni polohy, protoze by mohlo dojit
k nasati kapaliny do vnitinich ¢asti pipety a k jejimu poSkozeni ¢i zniceni!

Po nasati se Spicka ponechd jesté asi 1 az 2 vtefiny v roztoku (u viskoznich kapalin
déle), aby byla jistota, ze se do Spicky dostal opravdu cely pozadovany objem
kapaliny. Pokud je potieba, Spicka se po vytazeni z kapaliny necha jeste okapat.
Jestlize se pfi pipetovani dostane do Spi¢ky vzduchova bublina, kapalina se vypusti
a znovu se pomalu nasaje. Pokud se objevi ve Spicce opét bublina, je vhodné pouzit
novou Spicku.

Vypousténi kapaliny z pipety se provadi tak, Ze se konec Spicky pfilozi na sténu
nadoby (kadinky, zkumavky apod.) a pist se stlaéi do prvni polohy. Pist se v této
poloze podrzi 1 vtetinu (bila Spicka), 1-2 vtetfiny (zluta Spicka) a 2-3 vtetiny (modra
Spicka). Pii pipetovani viskoznich kapalin se pist drzi v této poloze o néco déle.
Potom se pist stlaéi do druhé (dolni) polohy, aby se vytlacil 1 zbytek kapaliny a
vypustil tak co nejpresnéjsi objem.

V této poloze se Spicka vytahne z kapaliny a pist se pomalu vrati do ptivodni polohy.
Opét plati, Ze pist se nesmi pustit, aby jej do ptivodni polohy nevymrstila pruzina,
protoze by mohlo dojit k nasati kapaliny do vnitinich c¢asti pipety a k jejimu
poskozeni ¢i zniceni!

Packou pro odhazovani Spi¢ek se pouzitd SpiCka odstrani, nasadi se nova Spicka
a pipeta je pripravena k dalSimu odméfovani kapaliny. Vyména Spicek je nutna a
pfedstavuje urcitou prevenci jednak znecisténi rlznych roztokd, ale i vzajemné
kontaminace vzorkd.

6. Centrifugace:

Pro dokonalé¢ rozdé€leni odlisSnych fazi ve smésich je casto nutné tyto vzorky

centrifugovat. Pevné Castice rozptylené v kapaliné je tedy mozné separovat centrifugaci,
béhem niz plsobi na dany smésny vzorek odstiediva sila, tzv. relativni centrifugacni sila
(ptetizeni) — rcf. Tato sila je pfimo tmérna druhé mocniné poctu otacek rotoru za minutu
a vzdalenosti vzorku od osy ota¢eni (poloméru rotoru).

Vypocet relativni centrifugacni sily: ref = 1,118 r (n/ 1000)
Vypocet poctu otacek n: n = 946 (rcf / 1)

Pozn.: n - pocet otdcek za minutu (angl. rpm)

ref - centrifugaéni sila v nasobcich g (g = 9,81 ms™)



r - polomér rotoru v mm

Relativné presny vzajemny prevod otacek centrifugy a relativni centrifugacni sily lze
také odecist z nomogramu (Obr. 1).
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Obr. 1: Nomogram pro piepocet relativni centrifugacni sily (rcf) a otacek rotoru za minutu
(n) v zavislosti na poloméru rotoru ().



I1. Navody k praktickym cvi¢enim:
Nukleové kyseliny:

DNA:

Deoxyribonukleova kyselina pfedstavuje zakladni geneticky material vétSiny zivych
organizmu. Jeji nejbéznéjsi struktura je pravotoCiva dvouSroubovice a sklada se ze dvou
polynukleotidovych fetézcii opacné orientace zatocenych ve spirdlach kolem centralni osy.
Oba fetézce jsou vzajemné vazany dvéma vodikovymi vazbami mezi bazemi adeninem (A) a
thyminem (T) a tfemi mezi cytosinem (C) a guaninem (G). Kostru kazdého fetézce tvori
zbytky deoxyribosy a kyseliny fosfore¢né, dovnitt Sroubovice sméfuji jednotlivé baze.

DNA u prokaryot je v bakteridlnim chromozomu a v plazmidech, u rostlin
v bunécném jadre, chloroplastech a mitochondriich, u zivocichii a ¢loveéka v bunécném jadre
a v mitochondriich. DNA lze izolovat bud’ jako celkovou genomickou DNA, nebo podle
potieby konkrétni typ DNA.

Prvnim dalezitym krokem pro dalSi laboratorni postupy v molekularni biologii je
izolace DNA. Rychld a uc¢innd metoda izolace DNA umoznuje déle efektivné vyuzivat
vysoce specifické techniky jako jsou napi. polymerdzova tetézova reakce (PCR), délkovy
polymorfismus restrikénich fragmenti (RFLP), nahodn4d amplifikace polymorfni DNA
(RAPD), analyza mikrosatelitové DNA a DNA fingerprinting. Tyto a samoziejm¢ dalsi
metody molekularni biologie se pouzivaji zejména v lékaiské diagnostice dédicnych
onemocnéni, ale 1 ve fytosanitdrni a veterindrni diagnostice. Molekularni techniky dale
nachazi uplatnéni napf. pfi zhotovovani fyzikdlnich genomovych map, v genovém
inZzenyrstvi a v dalSich biologicko-medicinalnich védnich oblastech .

Pro izolaci DNA Ize vybrat metodu z celé fady postupd. Volba konkrétni metody
zavisi jednak na typu pouzitého biologického materidlu urcené¢ho k izolaci DNA, déle na
rychlosti, G€innosti metody a finanénich moznostech pracovisté. Postup izolace DNA probiha
vzdy v n€¢kolika zakladnich krocich:

e homogenizace biologického materidlu zejména u rostlinnych bun¢k a pevnych tkani

e lyze bunéénych stén, cytoplazmatickych a jadernych membréan a denaturace proteint
pomoci  lyzacnitho  pufru. Jeho  nezbytnou  soucasti je  kyselina
etylendiaminotetraoctova (EDTA), ktera plsobi jako chelatacni latka tvofici
komplexy s dvojvaznymi kationty (napf. Ca®"). Pokud by tyto ionty, kofaktory
vnitrobunéénych nukleaz (enzymy S$tépici nukleové kyseliny), nebyly vyvazané do
komplexil, zlstaly by tyto enzymy aktivni, a izolovanou DNA by v pufru rozstipaly.
Dalsi dulezitou slozkou je detergent napomahajici denaturaci proteinii (napt. SDS —
z angl. sodium dodecyl sulphate — laurylsiran sodny).

e degradace proteini pomoci proteinazy K — aplikuje se v ptipad€ potieby ziskat vysoce
¢istou DNA bez proteint

e odstranéni proteinl a polysacharidi naptf. pomoci 5SM octanu draselného nebo velmi
ucinnou smési fenol:chloroform

e vysrazeni DNA 70% ethanolem a jeji promyti

e rozpusSténi DNA v TE puftru a jeji uchovani pii —20 °C



RNA:

Molekula ribonukleové kyseliny je tvofena jednim polynukleotidovym fetézcem
ribonukleotidic ATP, CTP, GTP a UTP. Kostru fetézce tvofi zbytky ribosy a kyseliny
fosforecné. Podle funkce, které RNA v buiikdch zastavaji, rozliSujeme tii typy RNA:
transferovd RNA (tRNA, Mr kolem 26 000, tj. pfiblizn¢ 80 nukleotidi), ribosomélni RNA
(rRNA, Mr 60 000 — 120 000) a mediatorovd RNA (mRNA, mol. hmotnost 100 000 — 500
000). VSechny tyto RNA jsou syntetizovany podle pfedlohy DNA v procesu transkripce.
RNA se vyskytuje predevsim v cytosolu.

Prvnim vyznamnym krokem pro vyuziti RNA v molekularni biologii je jeji izolace.
RNA je moZné izolovat riznymi metodami. Volba konkrétni metody je zavisla nejen na typu
pouzitého biologického materidlu, ale i na rychlosti izolace, uc¢innosti metody a dostupné
finan¢ni moznosti.

Po izolaci mize byt RNA zpétn¢ prepsana na cDNA a to pomoci reverzni
transkriptazy. Metoda izolace RNA je zdkladem pro dalsi aplikaci molekularnich metod,
napt. Northern blottingu, pii konstrukci cDNA knihoven, v diagnostice a studiu RNA virt.



Ukol &. 1: Izolace plazmidové DNA z bakterii

Klic¢ova slova: plazmid

Uvod: Bakterie maji extrachromozomélni DNA v plazmidech, coZ jsou malé kruhové
molekuly dsDNA, které se li§i velikosti, zptisobem replikace, poctem kopii na bakterialni
buniku, schopnosti mnozeni v raznych bakteriich, schopnosti pfenosu mezi bakteriemi a;.
Plazmidy obsahuji geny, které nejsou nezbytné pro zivotni funkce. Nesou hlavné geny
rezistence vuc¢i antibiotikim, mutageniim, téZkym kovim, bakteriofagim nebo geny pro
produkci restrikénich enzymd, toxinti, geny virulence a geny umoziujici transfer DNA mezi
bakteriemi. Nejvice poznand bakterie je Escherichia coli, ma fadu kment, pouziva se na
klonovani, manipulaci a ptenos specifickych DNA sekvenci. VSechny komeréni plazmidové
vektory maji klonovaci misto, tj.restrikéni misto, do kterého se vklada inzert a selektovatelny
marker. Pokud je nutné urcity segment DNA amplifikovat, 1ze jej inkorporovat do plazmidu,
pomoci bakterii namnozit a potom izolovat.

Biologicky material: Escherichia coli

Chemikalie a pouZité roztoky:

GET pufr

lyzozym

lyzaéni roztok (alkalicky roztok SDS)
neutraliza¢ni roztok

izopropanol

80% ethanol

TE pufr (pH 7,6)

7,5M octan amonny

96% ethanol

RNaza

equilibrovany fenol

5M NacCl

smés chloroform : izoamylalkohol (24:1)
3M octan sodny (pH 5,5)

Pomiicky: mikropipety, Spicky, sklenéné tyCinky, centrifugacni kyvety
Pristroje: centrifuga, analytické vahy

Postup:
Lyze:
1) Bakterialni kulturu centrifugovat v kyvetach 10 min. pii 3 000g ve 4 °C.
2) Pelet dikladné¢ resuspendovat v pufru GET (objem stanovit podle velikosti peletu, asi
4 ml, zapsat si jej). U bakterii s pevnou sténou piidat 6 pg lyzozymu a inkubovat 1
min. pii pokojové teplote.
3) Pridat 8 ml alkalického roztoku SDS ( tj. 2 objemy GET) a dobie ty¢inkou promichat.
Inkubovat v ledu 30 min.
4) Pridat 3 ml neutralizaéniho roztoku (tj 0,75 objemu GET) a dobfe tycinkou
promichat. Inkubovat v ledu 30 min.
5) Centrifugovat 10 min. pii 15 000g ve 4 °C.
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Vysrazeni DNA:

6) Supernatant pielit pies gazu do Cisté kyvety, pfidat 9 ml izopropanolu (tj. 0,6 objemu
z celkového objemu 15 ml). Nechat 30 min. srdzet pii pokojové teploté.

7) Centrifugovat 10 min. pii 12 000g ve 4 °C.

8) Sediment oplachnout vychlazenym 80% ethanolem a vysusit.

9) Sediment rozpustit ve 2 ml TE pufru.

PiecisSténi:

10) Pfidat stejny objem 7,5M octanu amonného a inkubovat 30 min. v ledu.

11) Centrifugovat 10 min. pti 15 000g ve 4 °C.

12) Supernatant prelit do Cisté kyvety a pfidat 2 objemy vychlazeného 96% ethanolu.
Inkubovat 1 hod. pii —20 °C.

13) Centrifugovat 10 min. 15 000g ve 4 °C.

14) Sediment oplachnout vychlazenym 80% etanolem a opatrné vysusit.

15) Pelet rozpustit v Iml TE pufru a ptidat 0,01 objemu RNazy (10 ul). Inkubovat 1 hod.
pfi pokojové teploté nebo 20 min. pii 37 °C.

16) K roztoku ptidat 0,5 objemu equilibrovaného fenolu (500 pl) a dobfe promichat.
Ptidat 50 pul 5M NaCl a promichat. Piidat 0,5 objemu (500 ul) smési chloroform :
izoamylalkohol (24:1) a promichat.

17) Centrifugovat 2 min. pii 15 000g.

18) Odebrat vodni fazi a ptidat 1 objem smési chloroform : izoamylalkohol (24:1) a dobie
promichat.

19) Centrifugovat 2 min. pti 15 000g.

20) Purifikaci DNA opakovat od bodu 18) dokud nebude rozhrani Cisté, nejméné 3 krat.

21) K vodni fazi ptidat 0,1 objemu 3M octanu sodného (pH 5,5) a promichat.

22) K roztoku piidat 2-3 objemy vychlazeného 96% etanolu a inkubovat 1 hod. pii —20
°C.

23) Centrifugovat 10 min. pii 15 000g ve 4 °C. Supernatant opatrn¢ vylit, sediment
oplachnout vychlazenym 80% etanolem a vysusit.

24) Pelet rozpustit v minimalnim objemu TE pufru (pH 7,6) (100-500 ul).

Poznamky: Nepiecisténou plazmidovou DNA (bod 9) Ize pouzit na kontrolu piitomnosti
inzertu pomoci elektroforézy.
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Ukol & 2: Transformace kompetentnich bakterii

Klicova slova: transformace — pienos cizi DNA do bakterii

Uvod: Nejvice poznana bakterie je Escherichia coli, ma fadu kment, pouziva se na
klonovani DNA. Komer¢né jsou dostupné plazmidy nesouci gen Amp pro B- laktamazu,
ktery inaktivuje hydrolytickym u¢inkem antibiotikum Ampicilin. Zaroven maji jenom jedno
klonovaci misto, ve kterém mulzeme plazmid rozstipnout restrikéni endonukleazou a vlozit
nas fragment DNA, ktery chceme klonovat. Po vyseti transformovanych bun¢k na medium
porostou pouze ty, které¢ obsahuji plazmid s genem rezistence. Nemusi vSak dojit k pfenosu
plazmidu i s naSim segmentem DNA. Proto musime provést kontrolu, zda doslo k pienosu.
Klonovaci misto se nachazi uprostied genu pro B-galaktosidazu lac Z. Tento enzym S$tépi
laktozu na glukozu a galaktozu. Je-li gen pferuSen vloZenym segmentem, bakterie ztraci
schopnost vyuzivat laktézu z media, ¢ehoz mizeme vyuzit pfi tzv. modrobil¢ selekci
transformovanych bakterii. Pfidanim specidlniho substratu x-gal do media a induktoru
exprese genu lac Z (IPTG) miZeme bakterie barevné rozliSit. Substrat rozstépeny [-
galaktosidazou ma modrou barvu, bakterie s vlozenym inzertem a nefunkénim /acZ genem
jsou bilé.

Biologicky material: E.coli XL1 blue MRF’, plazmid blue script

Chemikalie a pouZzité roztoky:

kompetentni bakterie na mediu SOB

TFB pufr pH 7,5

DMSO+DDT

DNA nesouci gen rezistence

LB medium tekuté s 1% glukozou

LB agarové medium s ampicilinem a X-gal (5-bromo-4 chloro-3-indolyl-pB-D-galaktosid)
IPTG (izopropyl-1-thio-B-D-galaktosid)

Pomiicky: mikropipety, zkumavky, mikrozkuzmavky
Pristroje: termostat, vodni lazeni, laminarni box

Postup:

1) Bakterie E.coli naockovat na SOBMg medium a kultivovat pies noc pii 37 °C.

2) Narostlé kolonie seskrabnout sterilni bakterialni klickou a suspendovat v 200 ul
vychlazeného TFB pufru. Kazdy student pracuje se 2 zkumavkami.

3) Piidat 7 ul DMSO+DTT a inkubovat 20 min. na ledé.

4) Ptidat 7 ul DMSO+DTT a inkubovat 15 min. na led¢.

5) Pridat 1 pul DNA a inkubovat 40 min. na led€. Ke kontrolni variant¢ DNA neptidéavat.

6) Vzorky kultur zahtivat 2 min. pii 42 °C.

7) Ptidat 800 pl LB media s 1% glukozou a inkubovat 1-2 hod. pti 37 °C. 100 pl kultury
rozetfit na selek¢ni media s antibiotikem a kultivovat minimalné 1 den pii 37 °C.

Poznamky: Pracovat steriln€, vSechny kontaminované véci a kultury po skonceni cviceni
likvidovat v autoklavu. Po kultivaci vyhodnotit rlst transformovanych bakterii a rist
kontrolni varianty. Pokud se pienos plazmidu zdafil, transformované buiiky porostou i na
mediu s ampicilinem a budou bil¢.
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Ukol &. 3: Izolace deoxyribonukleoproteinu ze sleziny vysolovaci metodou

Klic¢ova slova: deoxyribonukleoprotein (DNP)

Uvod: DNA je v buiice vazana s bilkovinami ve form& deoxyribonukleoproteinu (DNP). Pro
jeho izolaci se nejcastéji pouzivaji tkané¢ obsahujici buniky s velkymi jadry (napf. brzlik,
slezina, mli¢i ryb). Extrakce se provadi 1M roztokem NaCl. Po ziedéni se vysrazi DNP jako
vldknity produkt. Béhem izolace mulze dojit ke zménam struktury DNP, napft.
v koncentrovanych roztocich soli dojde k separaci bilkovinné slozky nebo pii extrakci
nastava depolymerace vlivem nukleédz, jejichz aktivita nebyla dostate¢né inhibovéna.

Tato metoda neslouzi k izolaci Cisté DNA, ale pouze k separaci DNP od ostatnich
¢asti zhomogenizované tkan€. Vyizolovany DNP je vychozim produktem pro izolaci DNA.

Biologicky material: slezina z prasete domaciho (Sus domesticus)

Chemikalie a roztoky:
1 M NaCl
destilovana voda

Pomiicky: porcelanové tfeci misky s tloucky, noze, 50 — 100 ml odmérné valce,
centrifugacni kyvety, 600 — 1 000 ml kadinky nebo Erlenmayerovy banky, 50-100 ml
kadinky, motsky pisek, 1zicky, Spejle

Pristroje: centrifuga, laboratorni vahy

Postup:

1) Tteci misku umistit do ledové tfisté, aby byla dobie chlazena.

2) Slezinu zbavit povrchové blany. Asi 1g sleziny dobfe rozetfit s trochou moiského
pisku v tfeci misce.

3) Do smési za neustalého roztirani pridat 30 ml 1 M NaCl.

4) Viskozni roztok, ktery vznikne, nalit do centrifugacni kyvety. Dvojici kyvet vyvazit
na stejnou hmotnost. (Do kyvety, kterd m& mensi hmotnost se pfida tolik 1M NaCl,
aby se hmotnosti obou kyvet rovnaly.) Vyvazené kyvety vlozit do protilehlych poloh
rotoru centrifugy.

5) Centrifugovat 10 min pii 5 000g pti 4 °C. Centrifugu pfedem vychladit na 4 °C.

6) Supernatant slit do kadinky, zméfit jeho objem a za stalého michani Spejli prilévat
velmi pomalu do Sestinasobného mnozstvi vychlazené destilované vody. DNP se
vysrazi ve formé vldken. Srazeninu DNP je mozné navijet na Spejli.

Poznamky:
1) Pokud neni k dispozici centrifuga, 1ze pro oddéleni roztoku DNP od pisku a zbytkt
bun¢k pouzit alternativni postup. Misto centrifugace se viskdzni roztok z tfeci misky
prelije do kadinky ptes n€kolikrat prelozenou gazu a dale se pokracuje bodem 6).
2) Hlavni podminkou pro zdarny pribéh pokusu je neustdlé chlazeni biologického
materidlu v ledové tfisti, jinak dojde k degradaci DNP nukledzami a DNP by se
v zaverecné fazi nevysrazel.
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Ukol & 4: Izolace senomové DNA z listi tabaku

Klic¢ova slova: DNA (deoxyribonukleova kyselina)

Uvod: Izolace DNA vzdy probiha v n&kolika stupnich. U rostlinného materialu uréeného
k izolaci DNA se nejdiive musi provést jeho diikladna homogenizace. Dal§im krokem je lyze
bunéénych stén a organel, nasleduje vysrazeni proteinti a polysacharidii. Dal§imi dtlezitymi
stupni je srazeni DNA, jeji rozpusténi a eventudlni zamrazZeni.

Biologicky material: listy tabadku (Nicotiana sp.)

Chemikalie a pouZité roztoky:

lyzacni pufr - tésné pred pouzitim ptidat 40 ul 2-merkaptoetanolu na 10 ml tohoto pufru
5M octan draselny

izopropanol

70% ethanol

TE pufr (pH 8)

Pomiicky: nizky, porcelanové tfeci misky s tloucky, 10 ml centrifuga¢ni zkumavky,
plastové tyCinky, ledova tfist, 5 ml sklenéné pipety, 10 ml odmérné vélce, mikropipety,
$picky, parafilm, 1,5 ml mikrozkumavky

Pristroje: laboratorni vahy, chlazena centrifuga, vodni ldzen (+65 az 70 °C), centrifuga,
koncentrator DNA SpeedVac (ThermoSavant)

Postup:
Homogenizace rostlinného materialu:

1) Odebrat a navazit 1g mladsich lista z rostlin tabaku.

2) Listy nastiihat do predchlazené (4 °C) porcelanové tieci misky umisténé v ledové
tfisti a homogenizovat s 5 ml lyza¢niho pufru na jemnou kasi.

Lyze bunéénych stén a organel:

3) Obsah tfeci misky kvantitativné pielit pomoci tyCinky do 10 ml centrifugacni
zkumavky. Treci misku a palicku oplachnout 1 ml lyzaéniho pufru a ptidat
k homogenatu do zkumavky.

4) Homogenni smés promichat ty¢inkou a inkubovat 10 az 20 min. ve vodni lazni pfi 68-
75 °C.

Odstranéni proteini a polysacharidii:

5) Po inkubaci pfidat k suspenzi 2 ml 5M octanu draselného, zamichat a nechat srazet
asi 20 min. na ledové lazni.

6) Kyvety pfesné¢ vyvazit a umistit v centrifuze proti sob¢. (Kyvety umisténé proti sobé
musi mit stejnou hmotnost, protoze pak maji jejich vektory hybnosti stejnou velikost,
ale opacny smeér, takze se jejich silové plsobeni na rotor béhem centrifugace
vzajemné rusi.) Centrifugovat 15 min. pii 5 000 g pii 4 °C. Centrifugu je nutné
piredem vychladit.

Vysrazeni DNA:

7) Opatrné odebrat 2 ml horni vodni faze do nové centrifugacni zkumavky tak, aby
nedoslo k pfeneseni plovoucich zelenych zbytki rostlin nebo sedimentu. V odmérném
valci zméfit objem zbytku vodni faze pro vypocet vytéznosti DNA.

8) Ke 2 ml odebrané vodni faze ptidat 1,2 ml ptfedchlazené¢ho (-20 °C) izopropanolu (tj.
0,6 celkového objemu), promichat pfevracenim zkumavky utésnéné parafilmem a
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nechat srazet 30 min. pii —20 °C. Ve zkumavce lze pozorovat vytvarejici se bila
vldkna srazené DNA. Pokud se vldkna nevytvareji, pfidat jest¢ 1 ml izopropanolu.

9) Zkumavky s vysrazenou DNA dokonale vyvazit a centrifugovat 5 min. pii 5 000 g
pti 4 °C.

10) Supernatant opatrné¢ vylit a sediment oplachnout vychlazenym 70% ethanolem a
ptfepipetovat do 1,5 ml mikrozkumavky a opét centrifugovat 5 min. pfi 13 000 g.

11) Po centrifugaci 70% ethanol opatrné slit, aby sediment zlistal na dn€ mikrozkumavky
a 20 min. vysusit ve vakuové centrifuze.

Rozpousténi DNA a jeji zamraZeni:
12) DNA dtkladné rozpustit ve 400 ul TE pufru a zamrazit pii —20 °C.
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Ukol &. 5: Izolace genomové DNA z ptaéi krve fenol-chloroformovou metodou

Klic¢ova slova: DNA (deoxyribonukleova kyselina)

Uvod: DNA je pomoci této metody izolovana z erythrocyti ptaéi krve. Izolace DNA probiha
v nékolika stupnich. Dulezitym krokem je lyze cytoplazmatickych a jadernych membran
a organel, nasleduje vysrdzeni proteint a polysacharidi. DalSimi stupni je srazeni DNA, jeji
rozpu$téni a eventualni zamrazeni. Tato metoda je vhodnou metodou volby pro izolaci
neporuSen¢ genomické DNA, kterou je nutné ziskat za ucelem nasledovnych aplikaci
nékterych dalSich molekularnich technik (napi. DNA fingerprinting).

Biologicky material: ptaci krev

Chemikalie a pouZité roztoky:
Queen’s lyzaéni pufr (pH 7,5)
proteindaza K

10% laurylsiran sodny (SDS)
equilibrovany fenol (pH 8)
chloroform

3M octan sodny

izopropanol

70% ethanol

TE pufr (pH 8)

Pomiicky: stojanek, 1,5 ml mikrozkumavky, mikropipety, S$picky, sklenéné tycCinky,
ochranné gumové rukavice

Pristroje: termostat (37- 45 °C), centrifuga

Postup:
1. den:
Lyze cytoplazmatickych membran, bunéénych organel a natraveni proteini:

1) Do mikrozkumavek ptfenést pomoci mikropipety s ustfizenou Spickou 500 ul
vzorku krve v pufru Queen’s, pfidat 100 ul proteindzy K (10 mg/ml) a 100 ul 10%
roztoku SDS a opatrné promichat preklapénim.

2) Mikrozkumavky se vzorky inkubovat za mirného pieklapéni Ci tiepani pies noc
v termostatu pii 37- 40 °C.

2. den:
Odstranéni proteint a polysacharidii:

3) Ke kazdému vzorku ptidat 700 ul smési fenol-chloroform (1:1), asi 5 min. opatrné
zlehka pteklapét a nasledovné centrifugovat 15 min. pti 13 000 g.

4) Po centrifugaci odebrat ze vzorkii pomoci mikropipety s ustfizenou Spickou pouze
horni vodnou fazi (DNA) do nové mikrozkumavky. Ke vzorkiim ptidat 500 ul
chloroformu, opatrné promichat preklapénim a centrifugovat 15 min. pii 13 000 g.

5) Opét odebrat pomoci mikropipety s ustfizenou Spickou horni vodnou fazi do nové
mikrozkumavky tak, aby nedoslo k nasati mezifaze obsahujici proteiny.

6) Ke vzorkiim ptidat 700 ul chloroformu, zlehka pieklapéct a centrifugovat 15 min. pfi
13 000 g.
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Vysrazeni DNA:

7)

8)

Pomoci mikropipety s ustfizenou Spickou odebrat opét horni fazi do nové
mikrozkumavky, ptidat 150 ul 3M octanu sodného a 700 ul izopropanolu
vychlazeného na -20 °C. Zkumavku pieklapét tak dlouho, dokud se v roztoku
neobjevi srazenina DNA.

Srazeninu DNA namotat na sklenénou tyCinku, omyt 70% ethanolem

v mikrozkumavce. Nechat 5 min. oschnout na vzduchu ve stojanku ve svislé poloze.
Suchéa DNA je sklovité prahledna.

Rozpousténi DNA a jeji zamraZeni:

9

DNA na tyCince pienést do mikrozkumavky s 500 ul TE pufru tak, aby se DNA
uvolnila do pufru.

10)DNA v TE pufru dikladné rozpustit v termostatu pti 37 — 45 °C. Po dokonalém

rozpusténi lze vzorky zamrazit pii —20 °C a uchovat je tak delsi dobu.
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Ukol & 6: MéFeni koncentrace DNA

Klicova slova: spektrofotometr, fluorometr, absorbance

Uvod: Veskeré chemické reakce, véetné laboratorni prace s DNA, probihaji v uréitych
objemech a za ur€itych koncentraci latek. Pro nasledujici laboratorni praci s vyizolovanou
DNA je dilezité znat jeji koncentraci v piislusném vzorku. Stanoveni koncentrace DNA se
provadi nejcasteji spektrofotometricky a fluorometricky.

Pti spektrofotometrickych stanovenich se méfi veliCina, ktera se nazyva absorbance
(A). Ta charakterizuje intenzitu absorpce (pohlceni) zafeni v latce o jednotkové tloust'ce
(1 cm kyveta). Absorbance se rovna zapornému dekadickému logaritmu transmitance
(propustnosti). Absorbance je veli¢inou bez jednotky.

Pii méteni koncentrace DNA plati:
A (260 nm) = 1, c(dsDNA) = 50 pg/ml H20
A (260 nm) = 1, c(ssDNA) = 33 pg/ml H20

Pro maximalni pfesnost métfeni by méla byt koncentrace vzorku v kyveté takova, aby
hodnoty absorbanci vychazely mezi 0,1 a 1,0. V tomto rozmezi vykazuje kalibra¢ni kiivka
vysokou linearitu.

Koncentraci DNA v daném vzorku Ize stanovit n¢kolika zpisoby:

1) zjisténi koncentrace DNA zméfenim A (260 nm) a A (280 nm):
¢ DNA =62,9 x A (260 nm) — 36,0 x A (280 nm) [ng/ml]

2) zjisténi koncentrace DNA zmétfenim A (230 nm) a A (260 nm):
c DNA =49,1 x A (260 nm) — 3,48 x A (230 nm) [ng/ml]

3) pomoci nomogramu (obr. 2)

Chemikalie a roztoky:
vzorky DNA

TNE pufr

destilovana voda
barvivo Hoechst 33258

Pomiicky: kadinky, mikropipety, Ustfizky bunicité vaty, ochranné gumové rukavice, kyveta
pro spektrofotometr z kiemenného skla, kyveta pro fluorometr

Pristroje: spektrofotometr, fluorometr

Postup:

1) U ptedlozenych vzorki DNA zméfit na spektrofotometru hodnoty absorbanci pii
vinovych délkach 230, 260 a 280 nm (navod je pfiloZen u pfistroje).

2) Podle postupti 1) az 3) vySe uvedenych vypocitat koncentraci DNA. Zméfit
koncentraci DNA vSech pifedloZzenych vzorkii na fluorometru (navod je pftilozen
u pristroje).

3) Porovnat hodnoty koncentraci DNA ziskanych rtiznymi zplisoby a zhodnotit piesnost
a spolehlivost pouzitych postupti.

Poznamky: Pfi méfeni na fluorometru pouzivat gumové rukavice, protoze barvivo Hoechst
33258, které se ptidava do TNE pufru je mutagen a karcinogen!
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Ukol & 7: MéFeni &istoty DNA

Klicova slova: spektrofotometr

Uvod: Pii aplikaci jakékoliv metody izolace DNA se nikdy nepodaii vyizolovat z bundk &ista
DNA, ale vzdy znecisténa dal§$imi komponentami jako jsou zejména proteiny a
polysacharidy. DalSim nutnym krokem v laboratorni praci s DNA je jeji purifikace
(vycisténi). Protoze vétSina technik molekularni biologie je Casto uspé$na pouze pii pouZiti
Cist¢ DNA, je tedy nezbytné stanovit Cistotu vyizolované DNA. Nejrychlejsi a nejschiidnéjsi
cestou je zméfeni absorbanci pifi vlnovych délkdch 260 nm a 280 nm. Z téchto hodnot je
potom mozné zjistit nejen Cistotu DNA, ale i jeji koncentraci v roztoku, a také koncentraci
znecistujicich proteint.
Pti méfeni Cistoty DNA plati:

A (260 nm)/ A (280 nm) € (1,7; 1,8)  Cista DNA

A (260 nm) / A (280 nm) < 1,7 zneCisténa DNA (proteiny nebo organické latky)

A (260 nm)/ A (280 nm) > 1,9 DNA znecisténa RNA nebo organickymi latkami

Koncentraci znecisténi roztoku DNA proteiny v daném vzorku Ize stanovit nékolika zpisoby:

1) zjisténi Cistoty DNA zmétenim A (260 nm) a A (280 nm):
¢ proteiny = 1552,0 x A (280 nm) — 757,3 x A (260 nm) [ng/ml]

2) zjisténi Cistoty DNA zméfenim A (230 nm) a A (260 nm):
¢ proteiny = 183,0 x A (230 nm) — 75,8 x A (260 nm) [ng/ml]

3) pomoci nomogramu (Obr. 2)

Chemikalie a roztoky:
vzorky DNA
destilovana voda

Pomiucky: kadinky, mikropipety, Spicky, ustizky buniéité vaty, kyveta pro spektrofotometr
z ktemenného skla

Pristroje: spektrofotometr

Postup:

1) U ptedlozenych vzorki DNA zméfit na spektrofotometru hodnoty absorbanci pii
vinovych délkach 230, 260 a 280 nm (navod je pfiloZen u pfistroje).

2) Vypocitat podily A(260) / A(280) pro jednotlivé vzorky a rozhodnout, jaka je jejich
Cistota.

3) Vypocitat obéma zplisoby viz 1) a 2) znecisténi roztoku DNA proteiny.

4) Porovnat hodnoty koncentraci proteinli ziskanych vypoctem a pomoci nomogramu
(Obr.2) a zhodnotit ptesnost a spolehlivost pouzitych postupt.
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Obr.2: Nomogram pro urceni koncentrace DNA a proteinti ve vzorku pomoci absorbanci pii

260 a 280 nm.
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Ukol &. 8: Separace nukleovych Kyselin pomoci elektroforézy v agsarézovém gelu

Klic¢ova slova: DNA, elektroforéza, agarozovy gel, ethidiumbromid

Uvod: Elektroforéza je separaéni elektromigraéni analyticka metoda. Tato metoda spo&iva
v rozdéleni molekul ze smési podle jejich velikosti, respektive podle jejich molekulové
hmotnosti stejnosmérnym elektrickym proudem.

Molekuly DNA maji zéporny naboj, a proto v elektrickém poli putuji od zaporné
elektrody ke kladné. Pohybuji se v agar6zovém gelu, ktery funguje jako trojrozmérné sito,
kterym musi molekuly DNA migrovat ke kladné elektrodé. Velikost port v gelu zavisi na
jeho koncentraci a ta se voli podle predpokladané velikosti fragmentd DNA, které maji byt
déleny.

Elektroforéza probihd v pfislusném pufru v elektroforetické komtrce. Pufr jednak
udrzuje optimalni pH reakce, vede elektricky proud a pomaha pti udrZzovani stalé teploty.

Jednotlivé vzorky DNA se nanasSeji na gel do jamek spole¢n¢ s nanasecim roztokem a
s barvivem (napf. bromfenolovd modi). NanaSeci roztok obsahuje kapalinu o vyssi hustoté
nez voda (napf. glycerol) a to proto, aby vzorky po naneseni na gel zlstaly v jamkéch.
Barvivo umoziuje zjistit, jak rychle se fragmenty DNA po spusténi elektroforézy pohybuji a
v jaké vzdalenosti od startu se v daném okamziku nachazeji. Soucasné€ s nandSenymi vzorky
DNA je mozné nanést do jedné jamky tzv. marker molekulové hmotnosti, coz je smés
n¢kolika fragmenti DNA o definované velikosti (napt. 50bp, 100 bp, 150bp, 200bp), tzn. o
konkrétni molekulové hmotnosti. Tento marker umoznuje stanovit velikosti separovanych
fragmentt DNA.

Hodnoceni vysledki se provadi pomoci transiluminatoru, kdy lze pozorovat
separovan¢ fragmenty DNA. Vizualizace DNA je zalozena na specifické vazbé DNA
s ethidiumbromidem, ktery se ptfidavd do pufru nebo pifimo do gelu. Komplex
ethidiumbromid-DNA pfi excitaci UV zafenim emituje fotony, jejichz vinova délka lezi mezi
zlutou a oranzovou ¢asti viditelného spektra, coz umoziuje vizualizaci DNA.

Na gelu by mél byt patrny jeden prouzek velice blizko startu elektroforézy. Pokud
nebude DNA degradovana, tento vizualizovany prouzek bude jasn¢ zietelny a ostry. Pokud
ale vzorek DNA bude obsahovat mnoho rezidualnich proteind, bude prouzek neostry. Jestlize
behem izolace DNA dojde k jejimu znaénému poruSeni az rozbiti, na gelu bude patrna
souvisla Smouha. RNA, ktera bude taktéz obsazena ve vzorcich, se bude jevit jako souvisle
zbarvena oblast mezi oblasti s bromfenolovou modii a ¢elem elektroforézy.

Chemikalie a roztoky:

0,7% agar6za v TAE pufru

TAE pufr

ethidium bromid

nandSeci pufr pro agarézové gely
vzorky DNA

destilovana voda

Pomiicky: kadinky, mikropipety, Spicky, lahve pro vafeni agardézy, odmérné valce,
elektroforetickd komurka, ochranné¢ gumové rukavice

Pristroje: laboratorni vahy, mikrovlnnd trouba, zdroj stejnosmérného napéti, UV
transiluminator
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Postup:

1y

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Ptipravit 45 ml 0,7 % roztoku agardzy v TAE pufru. Vicko ldhve zlehka dotdhnout a
roztok agarozy dikladné rozvafit v mikrovinné troubé (asi 2 min.), aby vznikl uplné
¢iry roztok.

Po dokonalém rozvaieni lahev opatrné otevtit (Pozor! Roztok v lahvi je pod tlakem a
hrozi nebezpeci opateni!). Obsah prelit do kadinky a pfidat 1 pl ethidiumbromidu,
dobfe promichat. (Pozor! Pracovat v ochrannych rukavicich, ethidium bromid je
mutagen a karcinogen!)

Roztok agardzy nechat zchladit asi na 60 °C, potom jej nalit do pfipravené vanicky
s vlozenym hiebinkem tak, aby se vytvofil gel o vysce asi 0,5-0,8 cm. Pomoci malé
plastové pipety odstranit vzduchové bubliny a nechat gel asi 15 min. tuhnout.

Po dokonalém ztuhnuti gelu opatrné¢ vytdhnout hiebinek a gel vlozit do
elektroforetické komtrky naplnénou TAE pufrem. Gel musi byt umistén tak, aby
jamky pro nanéseni vzorkl byly blize ke katod¢ a to proto, Ze DNA pfi elektroforéze
migruje smérem k anodé. Cely gel musi byt pievrstven asi 2-5 mm pufru.

Vzorky pro elektroforézu piipravit promisenim 5 pl vzorku DNA se 2 ul nandseciho
pufru. Do jamky by mélo byt naneseno vice jak 10 ng DNA.

Vzorky nanést do jamek NandSeni provadét opatrné pomoci mikropipety tak, aby
nedoslo k rozliti vzorku mimo jamku.

Po naneseni vSech vzorkl uzaviit komirku vickem, pfipojit ke zdroji elektrického
napéti s nastavenim na 60 V, tzn. 1-5 V/cm gelu. Pfi spravném zapojeni se na
elektrodach generuji bublinky jako produkt elektrolyzy vody a béhem nékolika minut
zacne bromfenolova modi migrovat z jamek smérem k anod¢. Elektroforézu nechat
béZet asi 30 min., zastavit ji v dob¢, kdy bromfenolovd modf urazi 2/3 dréhy.

8) Zdroj elektrického napéti vypnout a odpojit kabely.
9) Gel opatrné¢ vyjmout, omyt destilovanou vodou a prohlédnout pomoci
UV transiluminatoru.
Poznamky:
1) Ethidiumbromid je mutagen a karcinogen, a proto je nutné pfi jakékoliv manipulaci

2)

3)

s jeho roztoky ¢i s jim pottisnénymi predméty pouzit ochranné gumové rukavice.
Ultrafialové (UV) zéfeni je mutagen a karcinogen a pfi praci s nim je nutné chranit
kazi a zrak.

S elektroforetickou komutrkou manipulovat pouze pii vypnutém zdroji a odpojenych
vodicich, aby nedoslo k trazu elektrickym proudem.
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Ukol & 9: Izolace RNA pomoci &inidla Tri Reagent ( fy Sigma)

Klic¢ova slova: RNA, Tri Reagent

Uvod: Jednou z nejiéinngjsich metod izolace RNA je zptisob provedeny pomoci &inidla Tri
Reagent (fy Sigma). Tri Reagent je Cinidlo vhodné pro rychlou simultdnni izolaci RNA,
DNA a proteintl, které je mozné extrahovat i z velmi malého mnozstvi tkani a pletiv. Tri
Reagent je smési guanidin thiokyanatanu a fenolu v mono-fazovém roztoku. Pfi izolaci se
homogenizat po piidani chloroformu a centrifugaci rozdéluje na tii faze: vodni fazi
obsahujici RNA, mezifazi obsahujici DNA a organickou fazi obsahujici proteiny.

Biologicky material: tabak (Nicotiana tabaccum)

Chemikalie a pouZité roztoky:
Tri Reagent (fy Sigma)
chloroform

izopropanol

75% ethanol

Pomiicky: tieci misky, mikrozkumavky, stojany na zkumavky, mikropipety, Spicky
Pristroje: centrifuga

Postup:

1) 0,1 g listu tabaku homogenizovat s 1 ml Tri Reagent (firma Sigma) ve vychlazené
tteci misce. Supernatant prevést do mikrozkumavky a nechat 10 min. inkubovat pfi
pokojové teplotg.

2) Ke vzorku ptidat 0,2 ml chloroformu, dikladné 15 s protiepavat a nasledné nechat 15
min. inkubovat pti pokojové teplot¢.

3) Centrifugovat 15 min. pti 12 000g pti 4 °C.

4) Z horni casti supernatantu odebrat 0,2 ml do nové mikrozkumavky a ptidat 0,2 ml
izopropanolu. Vzorek nechat 10 min. inkubovat pti pokojové teplote.

5) Centrifugovat 15 min. pii 12 000 g 4 °C.

6) Supernatant odstranit a pelet promyt 0,5 ml 75% ethanolem. Centrifugovat 15 min.
pti 12 000 g pti 4 °C.

7) Opakovat krok 6.

8) Supernatant opét odstranit, k peletu (sediment celkové RNA) ptidat 0,5 ml 75%
ethanolu a takto upraveny vzorek uchovat pfti teploté —20 °C.
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Ukol &. 10: Izolace celkové RNA pomoci LiCl

Klicova slova: RNA, LiCl

Uvod: Izolaci RNA lze provadét pomoci LiCl, ktery je obsaZen spolu s EDTA a Tris v
lyza¢nim pufru 2x LETS. Jeho plisobenim dochazi k lyzi bunéénych stén, membran, organel
a denaturaci proteinil. Plisobenim smési fenol:chloroform dochéazi k odstranéni proteina a
polysacharidl. 70% ethanolem se vysrdzi a promyje RNA. Kone¢nym krokem izolace RNA
je jeji rozpusténi v TE pufru.

Biologicky material: cesnek (Allium sativum L.)

Chemikalie a pouZité roztoky:
2x LETS pufr

fenol (pH 4,3) (Sigma)
chloroform

0,2M LiCl

70% ethanol

96% ethanol

TE pufr

Pomiicky: mikrozkumavky, stojan na zkumavky, mikropipety, Spicky
Pristroje: centrifuga, vortex

Postup:

1) 0,1 g listu zhomogenizovat pomoci tekutého dusiku v mikrozkumavce do prasku.

2) Ptipipetovat 100ul 2x LETS a 100ul smési fenol:chloroform (1:1).

3) Smégs stiidaveé 1 min vortexovat a protifepavat az do iplného zhomogenizovani.

4) Centrifugovat pii 10 000g po dobu 5 min pii 20 °C.

5) Supernatant piepipetovat do nové mikrozkumavky a pridat 100ul smési
fenol:chloroform (1:1). Centrifugovat pti 10 000 g po dobu 5 min pii 20 °C.

6) Opakovat krok ¢. 5 dokud neni supernatant upln¢ ¢isty.

7) Supernatant piepipetovat do nové mikrozkumavky a ptidat 100ul 0,2 M LiCl a 300ul
96% ethanolu. Nechat srazet 20 min pii —20 °C.

8) Centrifugovat pfi 10 000 g po dobu 5 min piti 20 °C.

9) Supernatant odstranit a k peletu ptipipetovat 1 ml 70% ethanolu. Mirn¢ protiepat.

10) Centrifugovat pti 10 000 g po dobu 5 min pfi 20 °C.

11) Supernatant odstranit, k peletu ptipipetovat 100ul TE pufru a RNA rozpustit.

12) Vzorek RNA uchovat v mrazicim boxu pii —20 °C.
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Ukol & 11: MéFeni koncentrace RNA

Klicova slova: spektrofotometr, absorbance

Uvod: Veskeré chemické reakce, véetné laboratorni prace s RNA, probihaji v uréitych
objemech a za ur€itych koncentraci latek. Pro nasledujici laboratorni praci s vyizolovanou
RNA je dulezité znat jeji koncentraci v piislusném vzorku. Stanoveni koncentrace RNA se
provadi nejcastéeji spektrofotometricky.

Pti spektrofotometrickych stanovenich se méfi veliCina, ktera se nazyva absorbance
(A). Ta charakterizuje intenzitu absorpce (pohlceni) zafeni v latce o jednotkové tloust'ce
(1 cm kyveta). Absorbance se rovna zapornému dekadickému logaritmu transmitance
(propustnosti). Absorbance je veli¢inou bez jednotky.

Pfi méteni koncentrace RNA plati nasledujici:
A (260 nm) = 1, pak c(ssRNA) =40 pg/ml HO

Pro maximdlni pfesnost méfeni by méla byt koncentrace vzorku v kyveté takova, aby
hodnoty absorbanci vychazely mezi 0,1 a 1,0. V tomto rozmezi vykazuje kalibra¢ni kiivka
vysokou linearitu.

Chemikalie a pouZité roztoky:
vzorky RNA
destilovana voda

Pomiicky: kadinky, mikropipety, ustfizky buniCit¢ vaty, kyveta pro spektrofotometr
z kiemenného, parafilm

Pristroje: spektrofotometr

Postup:

1) Pfed méfenim koncentace a Cistoty RNA vzorky 5 min centrifugovat pii 10 000 g a
4°C. Supernatant odstranit mikropipetou a nechat 10 min susit pii laboratorni teplot¢.

2) Dale pracovat se vzorky na ledé! Ptipipetovat 25 pul deionizované vody a promichat.

3) 5ul takto pripravené¢ho vzorku pfipipetovat ke 2 ml destilované vody v kyveté z
kifemenného skla a métit spektrofotometricky.

4) U predlozenych vzorki RNA zmétit na spektrofotometru hodnoty absorbanci pii
vlnové délce 260 nm.

5) Podle vySe uvedeného vzorce a pomoci naméfenych hodnot vypocitat koncentraci
RNA v piedlozenych vzorcich.
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Ukol & 12: MéFeni Sistoty RNA

Klicova slova: spektrofotometr

Uvod: Pii pouziti jakékoliv metody izolace RNA se nikdy nepodati vyizolovat z bunék &ista
ssRNA, ale vzdy znecisténa dalSimi komponentami jako jsou zejména proteiny a
polysacharidy. Dal$im nutnym krokem je tedy jeji purifikace (vycisténi). Postupy purifikaci
RNA jsou vétSinou Casove i finanéné narocné, a proto je nezbytné nejdiive stanovit jeji
Cistotu. Nejrychlejsi a nejschiidnéjsi cestou je zméfeni absorbanci pii vinovych délkach 260
nm a 280 nm, ze kterych je potom mozné zjistit Cistotu RNA.

Pfi méfeni Cistoty RNA plati:
A (260 nm) / A (280 nm) = 2,0 Cista RNA
A (260 nm) / A (280 nm) < 2,0 zneCisténa RNA (znec€isténi proteiny nebo aromatickymi
latkami)

Chemikalie a roztoky:
vzorky RNA
destilovana voda

Pomiicky: kadinky, pipety, Ustfizky bunicité vaty, kyveta pro spektrofotometr z kiemenného
skla, parafilm

Pristroje: spektrofotometr

Postup:
1) U ptedlozenych vzorki RNA zméfit na spektrofotometru hodnoty absorbanci pii
vinovych délkach 260 a 280 nm.
2) Spocitat podily A(260) / A(280) pro jednotlivé vzorky a rozhodnout, jaké je jejich
Cistota.
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Proteiny:

Proteiny jsou vysoce variabilni skupinou biologickych makromolekul. Zakladnimi
stavebnimi kameny jsou aminokyseliny, které se vazou do fetézce pomoci peptidické vazby.
Poradi jednotlivych aminokyselin v fetézci oznaCujeme jako primérni strukturu proteint, ve
které jsou zakodovany vlastnosti proteini. Od primarni struktury je odvozena sekundarni
(alfa-helix a beta-struktura sklddané¢ho listu), dale terciarni (trojrozmérnd struktura vyssiho
fadu - napf. globuldrni) a nasledovné kvartérni struktura (sestaveni funkéniho proteinu z
podjednotek).

Proteiny zabezpecuji mnoho zivotné dilezitych funkei:

maji vyznam pii vystavbé organizmu (strukturni proteiny)

jsou nezbytné pro funkci imunitniho systému (imunoglobuliny)
ucastni se metabolickych pochodt (enzymy)

reguluji t€lni funkce (hormony)

reguluji funkce genii (represory)

ucastni se transportu kysliku krvi do tkani (hemoglobin)

udrzuji osmotické poméry bunck (albumin)

jsou dulezité pii kontrakcich svalovych vlédken (aktin, myosin)
reguluji zdsoby nezbytnych prvkl v organizmu, napt. Fe (ferritin)
e jsou vyznamné pro membranovy transport (proteinové kanalky)

Pocatecnim nezbytnym krokem v laboratorni praci s konkrétnimi proteiny je samoziejme
jejich izolace, stanoveni jejich koncentrace v roztoku, eventualné urceni jejich molekulovych
hmotnosti.

Pro kvantifikaci, porovnani a charakterizaci proteini se pouzivaji zejména
elektroforetické metody.
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Ukol &. 13: Izolace frakce imunoglobulinii IsG z krali¢iho krevniho séra

Klic¢ova slova: imunoglobuliny

Uvod: Imunoglobuliny jsou proteiny zprostfedkovavajici humoralni imunitu obratlovetl a
vyznacuji se schopnosti vazat se na homologni determinanty antigenti. Jejich pfiprava je
spojena s imunizaci laboratornich zvifat jako jsou napf. kralik, myS. Moderni imunochemické
metody (napf. enzymova imunoanalyza) vyzaduji izolovat imunoglobulinovou frakei IgG z
krevniho séra. K tomuto Gcelu se nejcastéji pouziva frakcionace siranem amonnym a afinitni
chromatografie. Princip chromatografie spociva v rozdé€leni latek ve smési na zakladé jejich
ruzné rychlosti pfi jejich priichodu sloupcem pevné faze. Tato rychlost zdvisi na rizné
interakci jednotlivych latek s pevnou fazi, kdy proteiny prochézeji pies kolonu Sephadex G-
25 rychleji nez siranové a amonné ionty.

Biologicky material: krali¢i krevni sérum

Chemikalie a pouZité roztoky:
2 x PBS pufr (fyziologicky roztok)
nasyceny roztok (NH,),SO,

Sephadex G-25
zasobni roztok Bradfordové
Nesslerovo ¢inidlo

Pomiicky: sklenéné kyvety, sklenéné pipety délené 1 ml, 5 ml, 10 ml, pipetovaci nasadce, 10
ml odmérné valce, mikropipety, Spicky, Erlenmayerovy baiiky nebo kadinky (25 ml, 50 ml),
zkumavky se stojanem, mikrozkumavky, popisovac

Pristroje: chlazen4 centrifuga (centrifugacni kyvety 25 ml), laboratorni vahy (vyvazeni
kyvet pied centrifugaci), chromatograficka kolona (Sephadex G-25) upevnénd ve stojanu,
vodni lazen

Postup:

1) K 1 ml krevniho séra v centrifugacni kyveté ptidat 9 ml destilované vody a 10 ml
nasyceného roztoku siranu amonného. Dobfe promichat a nechat 30 min. (60min.)
stat pii pokojové teploté.

2) Centrifugovat 5 min. pii 8 000 g pii 4 °C-

3) Supernatant slit, sediment resuspendovat v 1 ml 2 PBS.

4) Nezadouci amonné a siranové ionty odstranit odsolenim na chromatografické koloné
Sephadex G 25 kalibrované 2 PBS.

5) Na kalibrovanou kolonu nanést 1 ml resuspendovaného sedimentu a vymyt 20 ml Y2
PBS (proteiny projdou kolonou rychleji, oddéli se od siranovych a amonnych iontd a
ptevedou se do prostiedi /2 PBS)

6) Sbirat 1 ml frakce do ptfedem ptipravenych zkumavek.

7) Orientacné pomoci reakce "Bradfordové" stanovit proteiny v jednotlivych frakeich.

8) Do zkumavek pipetovat po 1 ml pracovniho roztoku Bradfordové, do prvni pfidame
20 ul 2 PBS, tj. nulovy - srovnavaci vzorek, do ostatnich pipetovat po 20 ul
jednotlivych frakei a srovnavat zabarveni s nulovym vzorkem. (Vyvijejici se modré
zbarveni reakéni smési je diikazem pritomnosti proteinti.)

9) Pomoci Nesslerova ¢inidla kontrolovat pfitomnost amonnych iontd v jednotlivych
frakcich.
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10) Na desticku pipetovat 20 ul jednotlivych frakci, ptfidat 20 pl Nesslerova Cinidla
(zlutooranzové zabarveni naznacuje pfitomnost amonnych ionti).

11) Pti zjisténi ptitomnosti amonnych ionti odebirani frakci ukoncit.

12) Ur¢it vzorek s nejvyssi koncentraci proteint podle nejvétsi intenzity modrého
zbarveni frakce vlivem ¢inidla Bradfordové.

13) Z této frakce odebrat 40 ul do mikrozkumavky typu Eppendorf, ptidat 20 ul
denaturacniho pufru Moreno a nechat ptisobit 5 min. ve vrouci lazni.

14) Denaturované vzorky centrifugovat 5 min. pti 7 000 g a zamrazit pii —20 °C.

29



Ukol & 14: MéFeni koncentrace proteinti metodou Bradfordové

Klicova slova: proteiny, spektrofotometr, metoda Bradfordové

Uvod: Zjisténi koncentrace proteind metodou Bradfordové je rychlym kolorimetrickym
stanovenim proteinti. Vyhodou této metody je rychlé stanoveni koncentrace proteinli
v neznamém vzorku a citlivost reakce, protoze umoziuje méfit koncentraci proteinii v
rozmezi 25 pg/ml az 200 pg/ml. Nevyhodou metody je rozdilna citlivost rtiznych proteinti
k ¢inidlu Bradfordové a skuteCnost, ze proteiny pouzité pro meieni jsou ireverzibilné
denaturované.

Podstata metody spociva v reakci barviva (roztok cinidla Bradfordové) a proteint
v prostiedi kyseliny fosforecné za soucasné zmény zbarveni roztoku. Méfeni absorbance se
provadi pti 595 nm proti blanku. Kalibra¢ni kiivka vykazuje vysokou linearitu v rozsahu
hodnot absorbance 0,2 az 0,8 (1 cm kyveta). V tomto rozsahu absorbanci je zbarveni roztoku
pfimo timérné koncentraci bilkoviny, proto je mozné koncentraci vypocitat podle absorbance
zafazenych standardnich vzorkd. Jako standard se obvykle pouZivd hovézi sérum albumin
(BSA, bovine serum albumin) nebo vajeény albumin (OVA, ovalbumin).

Chemikalie a roztoky:

vzorky proteinil

destilovana voda

pracovni roztok ¢inidla Bradfordové
ethanol na omyvani

Pomiicky: kadinky, pipety, Gstfizky buni¢ité vaty, ochranné gumové rukavice, sklenéna
kyveta pro spektrofotometr

Pristroje: spektrofotometr

Postup:

1) Do zkumavek napipetovat po 1,8 ml pracovniho roztoku ¢inidla Bradfordové. Pridat
200 pl vzorku (pokud je ho mensi objem doplnit do 200 ul destilovanou vodou,
ptiklad: 30 pl vzorku a 170 pl destilované vody), roztok dobie promichat a nechat stat
5 min.

2) Napipetovat kontrolni vzorek (blank): 1,8 ml pracovniho roztoku ¢inidla Bradfordové
a 200 pl destilované vody.

3) Zméfit na spektrofotometru pii 595 nm hodnotu absorbance vsech vzorki
a standardu.

4) Vypocitat koncentrace neznamych vzorkd.

Poznamky:

1) Pozor! Cinidlo Bradfordové je Ziravina, protoZe obsahuje ve znaéné koncentraci
kyselinu fosfore¢nou.

2) Pii potiisnéni kiize Cinidlem Bradfordové dojde k jejimu zmodrédni, které se neda
umyt!

3) Cinidlo Bradfordové zpiisobuje modré skvrny i pii potiisnéni odévu, které diky
zna¢nému obsahu kyseliny po vyprani odévu vypadnou.

4) Barevna reakce se méfi po 5, maximaln¢ 60 min. Po této dob¢ dochazi k postupnému
vysrazeni komplexu protein — barvivo.
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Ukol & 15: Stanoveni molekulovych hmotnosti proteini pomoci polyakrylamidové
elektroforézy v denaturujicich podminkach

Klic¢ova slova: proteiny, polyakrylamidova elektroforéza

Uvod: Elektroforetické metody se pouZivaji na separaci latek (napf. proteinti nebo
nukleovych kyselin), bunék nebo jinych castic nesoucich elektricky naboj. Pohyblivost
molekul zavisi na velikosti naboje, velikosti a tvaru molekul, podminkach prostiedi a sile
elektrického pole. Pro déleni proteinii se nejCastéji pouziva polyakrylamidova gelova
elektroforéza (PAGE).

Elektroforetickd metoda SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfat - polyakrylamidova
gelova elektroforéza) je levnd, reprodukovatelnd a rychld pro kvantifikaci, porovnani a
charakterizaci proteini. Tato metoda separuje proteiny piedevS§im na zaklad¢ jejich
molekulové vahy. SDS se vaze na protein tak, Ze SDS-proteinovy komplex zaujima velikost
odpovidajici molekulové vaze. Rozliseni proteini lze zptesnit tim zplisobem, Ze se déleni
provadi v gradientu polyakryamidového gelu (ve sméru pohybu se zvySuje koncentrace
akrylamidu a tim se zmenSuje velikost por). Tuto metodu lze spolehlivé vyuzit napt.
k separaci proteinti a k urceni jejich molekulovych hmotnosti.

Biologicky material: vzorky proteini izolované z kraliciho séra, standardy molekulovych
hmotnosti (Serva Mix): phosphorylase B (92 500), bovine serum albumin (67 000), albumin
egg (45 000), carbonic anhydrase (29 000)

Pomiicky: mikrozkumavky, 50 ml kaddinky, 10 ml pipety, 10 ml odmérné vélce, 10 a 20 ml
injekeni stiikacky, mikropipety, Spicky

Pristroje: vertikalni ELFO komora, zdroj stejnosmérného proudu, vodni lazeii 100 °C,
centrifuga (s rotorem pro mikrozkumavky), vibracni ttepacka

Chemikalie a pouZité roztoky:

akrylamid (acrylamide for electrophoresis)
bis-akrylamid (N,N'- metylenebisacrylamide)

TRIS (Tris(2-hydroxymethyl-2-methyl-1,3-propandiol))
SDS (sodium dodecyl sulphate),

TEMED (N,N,N',N'-tetramethylen-ethylenediamin)
peroxodisiran amonny

merkaptoethanol (2-merkaptoethanol)

glycerol

Na2803

vzorkovy pufr MORENO 3x

glycin

HCl

barvivo BLUE R-250 (Serva)

methanol

ledova kyselina octova

31



Postup:

1) Ptipravit vzorky proteint:
Smichat 40l roztoku proteint (cca 1 mg/ml) s 20ul vzorkového pufru Moreno a 3 az 5
min. inkubovat pii 100 °C ve vodni lazni. (Vzorky ptfipravovat v mikrozkumavkach typu
Eppendorf, u kterych se vicko pfedem propichne Spendlikem.) Denaturovany vzorek
centrifugovat 5 min. pii 7 000 g. Vzorky se potom ihned nanasi na gel nebo se zamrazi pii -

200C. Vzdy po rozmrazeni vzorku pted jejich nanesenim na gel opakovat centrifugaci.

2) Ptipravit polyakrylamidovy gel:

a) Zvolit potiebnou koncentraci déliciho gelu a podle Tabulky I. v daném potadi smichat
roztoky 1 az 5. Zkontrolovat pfedem slozenou ELFO komoru, ptidat slozky 6 a 7, promichat
a ithned pomoci Pasteurovy pipety nandSet délici gel do ELFO komirky. Po naneseni
adekvatniho mnozstvi opatrné prevrstvit gel cca 0,5 az 1 cm vrstvou destilované vody (1épe
izopropanolu). Gel nechat zpolymerizovat (asi 60 az 90 min.). Béhem této doby s kyvetou
pro nanaSeni gelu nepohybovat. Po zpolymerizovani gelu opatrné odsat vrstvu destilované
vody a stejnym zpiisobem na jiz zpolymerizovany délici gel nanést gel zaostfovaci (1,5 cm)
az po hranu kyvety. Ihned zasunout cca 0,5 az 1 cm hluboko hiebinek pro tvorbu vzorkovych
jamek. Po zpolymerizovani (minimaln€ 30 min.) zaostfovaciho gelu opatrné¢ hiebinek
vytahnout tak, aby se nenarusily vytvoiené jamky. (Pfedem je nutné na sklo kyvety zakreslit
dna jamek).

b) Do dolni a horni komory ELFO komurky nalit elektrodovy pufr tak, aby nevznikly na
koncich gelu bubliny. Na dno jednotlivych jamek nanést kapilarou (popt. mikropipetou) po
10ul z ptipravenych vzorkl (sila gelu asi 1mm). Komoru vlozit do chlazeného prostredi
(napf. chladnicka), nastavit parametry ELFO zdroje stabilizovaného proudu (1 gel: I mm x 8
cm x 10 cm, 10 mA, 100 V, 1 W, 2 gely: 20 mA, 150 V, 3W). Pfipojit komoru tak, aby "-"
pol byl na startu a "+" pol byl ptipojen k cili elektroforézy, potom zdroj zapnout. Sledovat
zonu bromfenolové modrfi, ktera je obsazena ve vzorcich a pohybuje se v Cele délenych
proteintl. Ve chvili, kdy je tato modra zéna cca 0,5 cm od konce gelu, vypnout zdroj a odpojit
komoru.

c) Opatrné sundat sklenénou kyvetu a napt. Spickou noze obalenou izolepou oddélit od
sebe skla. Orientovat gel podle nanesenych vzorkd (jamka ¢. 1 - vlevo nahote) a odfiznout
kousek spodniho levého rohu. Gel ptenést do barviciho roztoku a barvit za stalého michani
pfi pokojové teploté pfes noc. Potom gel odbarvovat pii pokojové teploté asi 24 hod.
v odbarvovaci az zlstanou vyrazné zbarveny pouze proteinové zony.

3) Na gelu vyhodnotit jednotlivé proteinové zony. Uvést pocet jednoznacné odliSenych

proteintl a urcit jejich relativni molekulové hmotnosti srovnanim se standardy o znamych
relativnich molekulovych hmotnostech pomoci pocita¢ového programu PhotoCaptMw.
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I11. Priprava pouZzitych roztoki:

GET pufr
50mM glukoza 99¢g
10mM EDTA 20 ml 0,5M

25mM TRIS-HCI, pH8 25,0 ml
Doplnit objem destil. H;O na 1 000 ml.

lyzacni roztok (alkalicky roztok SDS)
0,2M NaOH 50 ml 4M

1% SDS 100 ml 10%
Doplnit objem destil. H,O na 1 000 ml.

neutraliza¢ni roztok

3M octan draselny 600 ml 5SM
5M ledova kyselina octova 115 ml
Doplnit objem destil. H,O na 1 000 ml .

TE pufr (pH 8,0)
10mM Tris-HC1 10 ml 1M
ImM EDTA 2ml 0,5M

Doplnit objem destil. H,O na 1 000 ml.

0,5M EDTA 186,1 g

chelaton II dihydrat, pH upravovat pevnym NaOH
Doplnit objem destil. H,O na 1 000 ml.

7,5M octan amonny 578 g
Doplnit objem destil. H;O na 1 000 ml.

3M octan sodny 204,1 g
Doplnit objem destil. H;O na 1 000 ml.

SM NaCl 2922 ¢
Doplnit objem destil. H;O na 1 000 ml.

4M NaOH 160 g
Doplnit objem destil. H;O na 1 000 ml.

IM TRIS-HCI (pH 8,0) 121,1 g

Rozpustit v mensim objemu, pH upravovat koncentrovanou HCI.

Doplnit objem destil. H;O na 1 000 ml.

2x LETS pufr

200 mM LiCl 8,48 g
500 mM EDTA 40 ml

20 mM Tris pH 7,8 242 ¢
2% SDS 20g

Doplnit objem destil. H;O na 1 000 ml.
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10% SDS 100 g
Doplnit objem destil. H;O na 1 000 ml.

0,2M LiCl 85¢g
Doplnit destil. H,O na 1 000 ml.

chloroform + izoamylalkohol (24:1)
96 ml chloroformu
4 ml izoamylalkoholu

SOB medium

2% kaseinovy hydrolyzat 20¢g
0,5% kvasni¢ny autolyzat S5¢g

10 mM KCl 10 ml IM
1,6% agar l6 g
6.6-7 pH

Doplnit objem destil. H;O na 1 000 ml.
Autoklavovat 30 min. a do chladnouciho pfidat sterilni Mg** (10 ml 1M MgCl,, 10 ml 1M
MgSO4 — 10mM).

Doplnit objem destil. H;O na 1 000 ml.

1M MgSOy4 . 7TH,0 2464 ¢
Doplnit objem destil. H;O na 1 000 ml.
TFB pufr

100 mM KCl 74 ¢
45 mM MHC12,4H20 8,9 g
20 mM CacCl, 22¢g

3 mM [Co(NH4)6]Cl3 0,8¢g
Doplnit objem destil. H;O na 1 000 ml.
DMSO+DTT (pH 7,5)

1 M DTT (dithiotreitol) 1,53 ¢
90% DMSO (dimethylsulfoxid) 9 ml

1 mM KAc (octan draselny) 100 pl 1M (pH 7,5)

Doplnit objem destil. H,O na 10 ml.

LB medium (pH 7,2-7,4)

kaseinovy hydrolyzat 10 g
kvasni¢ny autolyzat 5¢g
pepton S5¢g
NacCl 10g
Doplnit destil. H;O do 1 000 ml.
Autoklavovat.

1M NaCl

NaCl 58,44 ¢

Doplnit objem destil. H,O na 1 000 ml.
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lyza¢ni pufr

IM Tris-HCI (pH 7,8) 10 ml
0,5M EDTA (pH 8,0) 10 ml
5M NaCl 10 ml
20 % SDS zasob. roztoku 0,5 ml

Po rozpusténi doplnit objem destil. vodou na 100 ml.
Tésné pted pouzitim piidat 40 pl 2-merkaptoetanolu na 10 ml tohoto pufru.

5M octan draselny
octan draselny 490,75 g
Doplnit objem destil. H;O na 1 000 ml.

TE pufr (pH 8)
1 M Tris/HCI (pH 8,0) 10 ml
0,5M EDTA (pH 8,0) 2 ml

Doplnit objem destil. H;O na 1 000 ml.

Queen’s lyza¢ni pufr (pH 7,5)

TRIS 1,21¢g
NaCl 0,58 g
Na,EDTA + 2H,0 3,72 ¢
n-lauroylsarcosin 10,00 g

Rozpustit v 900 ml destilované vody, upravit pH na hodnotu 7,5.
Doplnit objem destil. HO na 1 000 ml.

10% laurylsiran sodny (SDS)

SDS 10,0 g SDS

Rozpustit v 90 ml H,O za mirného zahtati.

Po rozpusténi doplnit objem destil. vodou na 100 ml.

3M octan sodny (pH 5,2)

NaCH3COO + 3H,0 408,24 g

Rozpustit v 800 ml destilované vody, upravit pH ledovou kyselinou octovou na hodnotu 5,2.
Doplnit objem destil. vodou na 1 000 ml.

TNE pufr (pH 7,4)

TRIS 1,211 ¢g
Na,EDTA + 2H,0 0,372 g
NaCl 11,689 g

Rozpustit v 900 ml destilované vody, upravit pH koncentrovanou HCI na hodnotu 7,4.
Doplnit objem destil. vodou na 1 000 ml.

zasobni roztok barviva Hoechst 33258
barvivo H 33258 10 mg
Rozpustit v 10 ml destil.H,O.

Uchovavat v 1ahvi z hnédého skla pti 4 °C.
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50 x TAE pufr

TRIS 242 g
rozpustit v 500 ml destilované H,O

0,5 M Na,EDTA (pH 8,0) 100 ml
ledova kyselina octova 57,1 ml
Doplnit objem destil. HO na 1 000 ml.
Pted pouzitim 50 x zfedit.

10 x nanaSeci pufr pro agar6zové gely

250 mg bromfenolové modii rozpustit v 33 ml 150 mM TRIS (pH 7,6)
Pridat 60 ml glycerolu a 7 ml destilované H,O.

Uchovavat pti 4 °C.

ethidium bromid — zasobni roztok
10 mg/ml v destilované vodé

zasobni roztok ¢inidla Bradfordové

95% ethanol 100 ml
88% kyselina fosfore¢na 200 ml
Serva Blue G 350 mg

Prefiltrovat ptes filtracni papir Whatman No. 1. Uchovavat v hnéd¢ 1ahvi pti pokojové
teploté. Roztok je takto uchovan stabilni asi 1 mésic. Pfi CasteCném vysraZeni barviva
opakovat filtrovani.

pracovni roztok ¢inidla Bradfordové

425 ml destilované H,O

15 ml 95% ethanolu

30 ml 88% kyseliny fosforecné

30 ml zasobniho roztoku ¢inidla Bradfordové

PBS pufr

KH2P04 0,2 g
Na,HPO4.12H,0 29¢g
NaCl 80¢g
KCl 02¢g

Rozpustit v 800 ml destil. H,O, pH upravit pomoci 0,1M HCI nebo 0,1M NaOH na hodnotu
7,2.

Doplnit objem destil. HO na 1 000 ml.

Pti skladovani pufru déle nez 5 dnt ptidat do néj 0,2 g azidu sodného.
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Piiprava geli pro SDS-polyakrylamidovou elektroforézu:

DELICI GEL:

Zasobni roztok Koncentrace déliciho gelu [%]

Ac|g] Bis|[g] Vollml] T % 7,50 10 12

Akrylamid 22,20 0,60 100 22,80 428 5770 6,84 ml

Gel pufr (1.5M Tris-HCL, 0,4% SDS, pH 8,3) 325 325 325ml

H,0 545 4,02 2.88ml
TEMED") 0,007 0,007 0,007 ml
NayS03 [mg] 19,500 19,500 19,500 mg
(NHyg)>S,03 (100 mg/ml) 0,020 0,020 0,020 ml__

Celkovy objem 13 ml sta¢i na cca 130 cm?2 1 mm silného gelu.
*) pro PAGE gely % < 8% davat dvojnasobek mnozstvi TEMED.

ZAOSTROVACI GEL:
Zasobni roztok Koncentrace déliciho gelu [%)]
Ac|g] Bis|g] Vollml] T % 5%
Akrylamid 22,20 0,60 100 22,80 2,19 ml
Gel pufr (0.5M Tris-HCI, 0,4% SDS, pH 6,8) 2,50 ml
H>O 5,28 ml
TEMED 0,010 ml
NaySO3 [mg] 15 mg
(NHy4)2S>0g (100 mg/ml) 0,015 ml

Celkovy objem 10 ml staci na cca 100 cm?2 1 mm silného gelu.

elektrodovy pufr s SDS (pH 8,3)

TRIS 30g

glycin 144¢

SDS 1,0 g

Doplnit objem destil. HO na 1 000 ml.

vzorkovy pufr MORENO 3x

0,5 M TRIS (pH 6,8) 17,5 ml
SDS 20¢g
2-merkaptoethanol 5,0 ml
glycerol 10,0 ml
1% bromfenolova modf v destil. vodé 3,0 ml

Uchovavat pii —20 OC.
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barvici roztok BLUE R-250 (Serva)

Serva BLUE R-250 lg
methanol 450 ml
destil. voda 450 ml
ledova kyselina octova 1 000 ml

Serva BLUE R-250 rozpustit v methanolu a postupné ptidavat zbyvajici slozky roztoku.

odbarvova¢ BLUE R-250 (Serva)

methanol 100 ml
ledova kyselina octova 100 ml
destil. voda 800 ml
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V. Priloha:

ZKkratky:
dsDNA (z angl. double-stranded) — dvouvldknova DNA
ssDNA (z angl. single-stranded) — jednovlaknova DNA

bp (z angl. basepair) — par bazi

kb (z angl. kilobase) — kilobaze = 1 000 bazi nebo part bazi
Mb (z angl. megabase) —megabaze = 1 000 000 bp

Da Dalton — jednotka molekulové hmotnosti (1Da = 1,66 107 g)
Metrické predpony:

G = giga = 10’

M= mega = 10°

k = kilo = 10’

m=mili = 10°

= mikro = 10°

n = nano = 107

p = pico = 10"

Prevody vahovych jednotek:

lug = 107 g
Ing = 10_12 g
lpg = 100" g
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