Cviceni z metod molekularni biologie (Bi6405)

Cilem tohoto cviceni je seznamit studenty se zakladnimi metodami manipulace s DNA.
Konkrétn€ pak je cilem pfiprava vektorii pro expresi cizorodé DNA. Sled uloh je sestaven tak,
aby jednotlivé ulohy na sebe logicky navazovaly a zahrovaly veskeré kroky potiebné k dosazeni
uvedeného cile. Béhem téchto cviceni se studenti seznami s nasledujicimi technikami: kultivace
bakterialnich bun¢k, izolace plazmidové DNA, restrikcéni Stépeni, Gprava precnivajicich koncu
DNA polymerazou a jejich defosforylace fosfatazou, agarézova elektroforéza molekul DNA a
RNA, eluce DNA fragmentu z agarozového gelu, ligace fragmenti DNA, ptiprava kompetentnich
bakterialnich bungk a jejich transformace, polymerazova fetézova reakce, Izolace celkové RNA,
RT-PCR.

ﬁlohy

1. Bezfenolova extrakce plazmidové DNA chromatografii na kolonach firmy Qiagen
2. Stépeni plazmidové DNA, uprava konci, agarozova elektroforéza a cluce fragmentit DNA z

gelu

W

Ptiprava kompetentnich bunck Escherichia coli DH5a
Ligace a transformace

Skrinink transformantli a zamrazeni pozitivnich klonu

N

Izolace RNA a zpétna transkripce



Uloha &1

BEZFENOLOVA EXTRAKCE PLAZMIDOVE DNA Z BAKTERII E. COLI DH5A
CHROMATOGRAFII NA KOLONACH FIRMY QIAGEN

Uvod:

V soucasné dob¢ existuje cela rada postupt pro extrakci a purifikaci plazmidové DNA
z baktérii. VSechny tyto postupy se skladaji ze 3 zakladnich krokii — rist bakterialni kultury, lyze
bakterii a purifikace plazmidové DNA.

a) rust bakterialni kultury:

Izolace plazmidové DNA zacina inokulaci jediné kolonie bakterii do malého objemu
(n¢kolika ml) kultivacniho média. Tato ,.startovaci kultura® muze byt pouzita k ziskani malého
mnozstvi plazmidové DNA (vytézek fadové v pg) nebo kinokulaci vétsiho objemu (nckolika
stovek ml) média a naslednému zisku az nékolika mg DNA. Bakterialni kultury péstujeme do
pozdni logaritmické faze a v pritomnosti antibiotika.

b) lyze bakterialnich bunck

Bakterialni buniky lze lyzovat mnoha zpusoby. Mezi nejcasteji pouzivané metody patii
lyze detergenty, organickymi latkami, zasadami nebo varem. Vybér vhodné metody zavisi
predevsim na velikosti plazmidu, kmeni E. coli a na nasledné metod¢ purifikace plazmidové
DNA. Napiiklad pro izolaci velkych plazmidi (>15kb), které jsou citlivé na poskozeni, se pro
lyzi nejcastéji pouziva kombinace izoosmotického roztoku sacharozy, lysozymu, EDTA a SDS. U
kmenu E. coli exprimyjicich endonukleazu A je nevhodné pouzivat lyzi varem, protoze pii ni
nedochazi ke kompletni inaktivaci tohoto enzymu, coz muze mit za nasledek degradaci
plazmidové DNA.

¢) purifikace plazmidové DNA

Volba metody purifikace plazmidové DNA je urCena predevS$im naroky, které na
ziskanou plazmidovou DNA klademe z hlediska jejiho dalSiho pouziti. Za standard je dosud
povazovana metoda purifikace pomoci gradientu CsCl, kterou lze ziskat vysoce Cistou kovalentné
uzavienou formu plazmidové DNA. Takto pfipravena plazmidova DNA je vhodna napfiklad i pro
mikroinjekce do sav¢ich bun¢k. Mezi pouzivané metody vedouci k Cisté plazmidové DNA
vhodné k transfekci savCich bun€k 1 k enzymatickym reakcim véetné sekvenovani patii
precipitace DNA polyethylenglykolem. V soucasné dobé jsou vSak nejpouzivanéj$i komeréné
dodavané kity, kde purifikace plazmidové DNA je zalozena na adsorbci DNA na
chromatografickou kolonu. Pfi spravném dodrzeni postupu je vysledna plazmidova DNA
dostatecné kvalitni pro veskeré dalsi aplikace.



Princip metody:

Metoda je zaloZena na lyzi bakterialnich bun¢k roztokem NaOH/SDS. SDS solubilizuje
fosfolipidy a proteiny bunétné membrany a zpusobuje lyzi bun¢k, NaOH denaturuje proteiny,
chromozomalni a plazmidovou DNA. RNA je odbourana RNazou. Komplex proteinu a
chromozomalni DNA je poté vysrazen vysokou koncentraci soli a odstranén centrifugaci.
Plazmidova DNA je schopna renaturace a muze byt zachycena na chromatografické koloné
Qiagen. Po promyti od zbytki proteinii, RNA a sacharidi je plazmidova DNA uvolnéna
roztokem soli z kolony, vysrazena isopropanolem a zbytky soli odstranény promytim v 70%
ethanolu. Vysledna plazmidova DNA je vysus$ena a rozpusténa v TE pufru.

Postup:

1. Inokulujte 1 kolonii E. coli DH5a nesouci pozadovany plazmid do 2 ml LB média
obsahujiciho 50 pg/ml ampicilinu a kultivujte na tfepacce pii 37°C.

2. Po dosazeni pfiméfené hustoty bakterialni suspenze inokulujte touto suspenzi 500 ml
média LB obsahujiciho ampicilin a kultivujte pres noc na tiepacce pii 37°C.

3. Centrifugujte bakterialni suspenzi 6000g/10 minut/4°C.

4. Slijte supernatant a bakteridlni pelet kompletné¢ resuspendujte v 10 ml purfu Pl
obsahujicim RNazu.

5. Pridejte 10 ml pufru P2, promichejte n¢kolikerym prevracenim zkumavky a inkubujte 5
minut pii laboratorni teploté. Bakterialni bunky lyzuji a roztok se stava vyskoznim.
Nevortexujte a nenechejte reakci bézet déle nez 5 minut.

6. Pridejte 10 ml vychlazeného roztoku P3, promichejte jako v bod¢ 5. a inkubujte 20 minut
v ledové_lazni. Vytvari se srazenina komplexu proteint a genomové DNA.

7. Centrifugujte 10000g/30 minut/4°C. Béhem centrifugace ekvilibrujte kolonu Qiagen 10
ml pufru QBT.

8. Ciry supernatant piefiltrujte na kolonu a nechte prokapat.

9. Promyjte kolonu 20 ml pufru QC.

10. Pfeneste kolonu do ¢isté 50ml zkumavky a eluujte plazmidovou DNA 15 ml pufru QF.

11. Precipitujte plazmidovou DNA 10,5 ml isopropanolu pii laboratorni teploté.

12. Centrifugujte 10000g/30 minut/4°C.

13. Odstrante dikladn¢ supernatant a proplachnéte vysrazenou DNA 5 ml 70% etanolu pfi
pokojové teploté.

14. Centrifugujte 10000g/5 minut/4°C.

15. Odstraite 70% etanol, vysuste plazmidovou DNA a rozpust'te ji v 500 ul pufru TE.

16. Zméite koncentraci DNA a ulozte ji pi14°C.

SloZeni roztokii:

Pufr P1: 50mM Tris-Cl, pH=8.0, 10mM EDTA, 100 pg/ml RNazy A.

Pufr P2: 200mM NaOH, 1% SDS (w/v)

Pufr P3: 3M acetat draselny, pH=5.5

Pufr QBT: 750mM NaCl, 50mM MOPS pH=7,0; 15% izopropanol (v/v), 0,15% Triton X-100
(v/v)

Pufr QC: 1M NaCl, 50mM MOPS, pH=7.0; 15% izopropanol (v/v)

Pufr QF: 1,25M NaCl, 50mM Tris-Cl, pH=8,5; 15% izopropanol (v/v)

TE pufr: 10mM Tris-Cl, pH=8.0; ImM EDTA



Uloha &2

STEPENi DNA RESTRIKCNIMI ENDONUKLEAZAMI, MODIFIKACE KONCU
VZNIKLYCH FRAGMENTU, ELEKTROFOREZA A ELUCE FRAGMENTU
Z AGAROZOVEHO GELU

Uvod:

P1i klonovani cizorodé DNA do expresnich vektori se nejcastéji vyuziva vhodnych
restrikénich mist, ktera se nachazeji v klonovacim misté vektoru a na obou koncich cizorodé
DNA. Jako idealni 1ze oznacit situaci, kdy lze jak cizorodou DNA tak i vektor $tépit soucasné 2
restriktazami, které netvofi komplementarni konce. Tento postup vyrazné omezuje moznost
ligace vektoru bez zaclenéné cizorodé DNA a po ligaci a transformaci pak ziskavame pouze
klony obsahujici vektor s cizorodou DNA zaclenénou v pozadované orientaci.

Tento postup vSak neni vzdy mozny. V nékterych pripadech je zapotiebi zaclenit do vektoru i
cizorodou DNA, jejiz konce nejsou komplementarni s konci linearizovaného vektoru. Ligaci pak
lze provést pouze v tom piipad€, ze se odstrani jednotfetézcove precnivajici useky DNA, ¢imz se
konce dsDNA zatupi. Tento typ modifikace 1ze provést dvéma zplisoby: 1) polymerazovou
reakei, kdy se chybéjici usek DNA dosyntetizuje nebo 2) nukleazovou reakci, kdy se precnivajici
jednortetézec odstépi. Pro modifikaci precnivajiciho 5 konce 1ze pouzit obé techniky — zpravidla
se pouziva Klenowlv fragment DNA polymerazy I nebo nukleaza Mung Bean. Pro modifikaci
precnivajiciho 3" konce lze pouzit pouze nukleazovou reakci. NejCastéji pouzivanymi enzymy
jsou T4 DNA polymeraza, Klenowtv fragment DNA polymerazy I, nukleaza S1 nebo nukleaza
Mung Bean.

Pri ligaci cizorodé DNA do vektoru je zadouci, aby pocet rekombinantnich konstrukti. tj.
vektorovych molekul se zaclenénou cizorodou DNA, byl co nejvyssi. V piipadé, ze jak cizoroda
DNA tak linearizovany vektor maji zatupené nebo komplementami ostré konce, ziskame po
ligaci a transformaci velké mnozstvi kloni obsahujicich pouze vektorovou DNA postradajici
cizorody fragment. Abychom nechténé recirkularizaci prazdného vektoru zabranili, je mozné
linearizovanou vektorovou DNA defosforylovat na 5° konci pomoci alkalické fosfatazy. Ligaci
takto modifikované vektorové s cizorodou DNA vznika oteviena kruznicova molekula, ktera je
schopna transformovat E. coli.

Cilem této tulohy je ovéreni ucinnosti klonovani cizorodé DNA do vektoru s rizné
modifikovanymi konci obou DNA molekul. Gen kodujici v-myb budé€ vystépen z plazmidu pMT-
vMyb-CD4 enzymem Xbal. Expresni plazmid pMT-I-CD4 bude linearizovan enzymem Xbal,
respektive EcoRI. Uginnost klonovani bude ovéfovana u nasledujicich variant:

I Xbal fragment genu v-myb a vektor linearizovany Xbal — oba bez modifikace konct

1) jako v bod¢ I), u vektoru navic defosforylace na 5" koncich

)  Xbal fragment genu v-myb a vektor linearizovany EcoRI — u obou zatupené konce
pomoci Klenowova fragmentu DNA polymerazy 1

IV)  jako v bodé¢ III), u vektoru tupé konce navic defosforylované na 5" koncich



Postup:

1. Pripravte 20 ul reakéni smési, ktera obsahuje:
2 ug DNA (vektor s genem v-myb nebo expresni vektor)
2 ul 10x restrikéniho pufru
0,2 ul 100x BSA
3 U restrikéniho enzymu (Xbal nebo EcoRI)
doplnit vodou do 20 ul

2. Inkubujte restrikéni smés 60 minut pii 37°C.

3. Otestujte, zda restrikéni reakce byla dokoncena elektroforézou v 1% agarozovém gelu:
smichejte 4 ul reak¢éni smési s 1 ul nanaseciho pufru a naneste na gel.

4. Pokud byla reakce dokoncena, provedte zatupeni konct u paralelek 1T a IV.
a) Pridejte 1 ul roztoku, obsahujici vSechny ANTP v 1 mM koncentraci.
b) Pridejte 1 jednotku Klenowova fragmentu DNA polymerazy 1 na kazdy ug DNA v reakci
¢) Inkubujte reak¢ni smés 15 minut pii laboratorni teploté.
d) Inaktivujte enzymy v reakci zahiatim na 75°C po dobu 10 minut.

5. U paralelek II a IV provedte defosforylaci 5 konci pfidanim 0,5 U alkalické fosfatazy a
inkubujte 30 minut pii 37°C.

6. Reak¢ni smés smichejte snanasecim pufrem v poméru 5:1 a provedte agarézovou
elektroforézu. Dojde k separaci nenavazanych dNTP, restrikénich endonukleaz a alkalické
fosfatazy od fragmentu DNA, ktery bude nasledn¢ purifikovan z gelu pomoci Qiaex gel
extraction kitu.

Purifikace fragmentii DNA z agarozového gelu pomoci Qiaex gel extraction kitu

Pro purifikaci fragmentii DNA z agarozovych geli 1ze vyuzit celou fadu riiznych metod.
Mezi nejcasteji pouzivané piistupy patii eluce DNA z gelu na membranu, nasledné uvolnéni
DNA zmembrany do roztoku a jeji purifikace. Druhou moznosti je solubilizace casti gelu
obsahujici fragment DNA a jeho nasledné precisténi.

Princip:

Metoda vyuziva vysokych koncentraci chaotropnich soli (pufr QXI1) k naruseni
vodikovych vazeb mezi cukernymi zbytky v agarozovém gelu, ¢imz umoznuje jeho solubilizaci.
Vysoka koncentrace soli navic odstraiuje z fragmenti DNA navazané proteiny. Po solubilizaci
jsou fragmenty DNA adsorbovany na povrch silica ¢astic odkud jsou po promyti (pufr PE)
uvolnény 10mM roztokem Tris-ClL, pH=8.5.

1) Rozdélte restrikéni fragmenty DNA elektroforézou v agarézovém gelu tak, aby byly od
sebe dostatecné vzdaleny. Skalpelem vyfiznéte co nejmensi prouzek gelu obsahujici
pozadovany fragment DNA a vlozte jej do zkumavky. Pridejte 800 ul pufru QX1 a 10 ul
QIAEX silica Castic a promichejte na vortexu.

2) Inkubujte pii 50°C dokud nedojde ktiplné solubilizaci agarozového gelu. Vortexujte
kazd¢ 2 minuty.



3) Centrifugujte 10000g/1 minutu/pokojova teplota

4) Promyjte sediment 500 ul pufru QXI1.

5) Centrifugujte 10000g/1 minutu/pokojova teplota

6) Promyjte 2x 500 ul pufru PE.

7) Vysuste sediment 10-15 minut dokud neziska bilou barvu.

8) Resuspendujte pelet v 15 ul 10mM Tris-Cl, pH=8.5, inkubujte 10 minut pii 50 °C.
9) Centrifugujte 10000g/1 minutu/pokojova teplota

10) Supernatant obsahuje ¢istou DNA vhodnou pro ligaci.



Uloha &3

PRiIPRAVA KOMPETENTNiCH BUNEK ESCHERICHIA COLI DH5A

Uvod:

Byla popséana fada metod umoziujici G€inny prenos plazmidové DNA do bunék E. coli.
Pomineme-li pfenos metodou elektroporace (prenos DNA pomoci kratkych impulst vysokého
napéti) patii mezi nejpouzivanéj$i metody navozeni kompetence bakterialnich bunék pomoci
vychlazenych roztoku dvojmocnych iontii kovu. Tato metoda byla poprvé popsana jiz na pocatku
osmdesatych let Hanahanem a kol. a v riznych modifikacich je pouzivana dodnes. Pomoci této
metody lze dosdhnout Wucinnosti transformace az 5x10° transformovanych kolonii/ug
superhelikalni plazmidové DNA. Uginnost transformace je vyrazné ovliviiovana ¢istotou
pouzitych pufru a laboratorniho skla a také podminkami péstovani bakterialni kultury.

Pro rutinni pfipravu kompetentnich bun¢k v laboratorich je dnes nejcastéji pouzivana
zjednodusena modifikace ptivodni Hanahanovy metody publikovana Cohenem a kol., ktera
umoziiuje dosahnout wéinnosti transformace 10 transformovanych kolonii/ug superhelikalni
plazmidové DNA, coz je dostate¢né pro klonovani plazmidi v béznych aplikacich. Kompetentni
bunky pfipravené touto metodou lze dlouhodob¢ uchovavat pii -80°C

Navodit takovy stav kompetence u bakterialnich bunék E. coli DH5a., ktery by umoznil
piijem cizorodé DNA s dostatecnou G€innosti.

Postup:

1. Naockujte 1 kolonii bun¢k E.coli kmene DH5a do 1 ml rustového média LB a kultivujte
pfes noc na tfepacce pii 37°C.

2. Druhy den pouzijte 0,5 ml této kultury pro inokulaci 100 ml LB. Inkubujte na tfepacce

pii 37°C do dosazeni ODsso=0,5. Pfi méfeni absorbance pouzijte médium LB jako blank.

Po dosazeni pozadované hustoty kulturu promichejte a ponoite do ledové lazn¢ na 10

minut.

4. Centrifugujte po 25 ml pfi 2700g/10 minut/4°C v 50 ml sterilnich zkumavkach.

5. Opatrné odstrante supernatant a suspendujte pelet v 5 ml vychlazeného 0,1 M roztoku
MgCl, sterilni pipetou. Pieneste suspenzi do 15 ml sterilnich zkumavek.

W

6. Centrifugujte pii 2700g/10 minut/4°C.

7. Opatrné odstrante supernatant a suspendujte pelet v 1 ml vychlazeného 0,1 M roztoku
CaCl, . Pridejte dalSich 5 ml vychlazené¢ho 0,1 M roztoku CaCl,, opatrn¢ promichejte a
inkubujte v ledové 1azni 20 minut.

8. Centrifugujte pti 2700g/10 minut/4°C.

9. Odstrante supernatant a opatrn¢ suspendujte pelet v 1,2 ml vychlazeného zamrazovaciho
pufru (22,5 ml 0,1M CaCl, plus 3,5 ml sterilniho glycerolu)
10. Rozd¢lte po alikvotech 200ul do sterilnich mikrozkumavek a zamrazte v -80°C.



Uloha ¢. 4

LIGACE VEKTORU S CIZORODOU DNA A TRANSFORMACE ESCHERICHIA COLI
DHSA

Uvod:

Tvorba fosfodiesterové vazby mezi 3'- OH a 5'- P fragmenti DNA nebo RNA za ucasti
kofaktori (pf. ATP) je katalyzovana ligazami. Ligazy se in vivo ucastni procesu replikace,
rekombinace ¢i DNA reparace. In vitro jsou pak vyuzivany ktvorbé rekombinatnich DNA
molekul. Mezi nejCastéji pouzivané ligazy patii ligazy produkované bakteriemi nebo
bakteriofagy: napt. T4 DNA ligaza, E. coli DNA ligaza, termostabilni DNA ligazy. V soucasné
dobé existuje nekolik zplisobu vyjadieni ligazové aktivity. Komeréni firmy obvykle jednotku
definuji jako mnozstvi ligazy, které je potiebné pro ligaci koheznich konci DNA pii ur€ité
teplot¢ za ur€ity Casovy interval. Pouzivaji se vSak rovnéz i dalsi jednotky: napi. Weissova
jednotka = mnoZstvi ligazy. které katalyzuje vyménu 1 nmol P mezi pyrofosfatem a ATP za 20
minut pii 37°C.

Postup:

Tvwr

Dilezitym parametrem je molarni pomér plazmidové a inzertované DNA, ktery by mél byt 1:1.
V pfipad¢, Ze molekula plazmidu ma tupé nebo self-komplementarni konce, by pii nadbytku
plazmidové DNA v ligacni smési mohl vznikat nadbytek transformati obsahujicich pouze
plazmidovou DNA bez inzertu.

1. Ligaéni smési budeme pfipravovat podle skupin zUlohy 2. Pfi ligaci je zapotiebi
provadét i kontrolni reakce. V naSem ptipade ud€lame jednu reakci se vSemi slozkami,
jednu reakci bez DNA inzertu a jednu bez ligazy.

2. Slozeni kompletni reakce: 10x ligaéni pufr (jiz obsahuje ATP) Lul
vektorova DNA 100 ng
DNA inzertu 10 ng
T4 DNA ligaza (400 U/ul) 0,1ul

doplnit vodou do 10 ul

W

P1i pipetovani postupujeme tak, ze do mikrozkumavky napipetujeme nejprve vodu a
DNA fragmenty, zahiejeme 5 minut na 45 °C, zchladime na ledu a pfidame zbytek
liga¢ni reakce.

4. Inkubujte reakéni smés hodinu pii 20 °C (obvyklé je 16 °C pies noc).

5. Ligacni smés pouzijte pro transformaci kompetentnich bunck E. coli.



I

Transformace kompetentnich bunék E. coli:

Na ledu pozvolna rozmrazte mikrozkumavku s kompetentnimi burikami, pfidejte 2 ul
ligacni smési, promichejte a inkubujte na ledu 30 minut.

Inkubujte smés 3 minuty pii 37 °C a poté ji umistéte na 2 minuty opét na led.

Pridejte 1 ml ristového LB média a inkubujte 45 minut pii 37 °C.

Smés centrifugujte 5000 rpm/5 minut/ 4°C.

Odlijte supernatant vyjma cca 40 ul, ve kterych resuspendujte bakterialni sediment.
Suspenzi preneste na agarovou plotnu obsahujici 50 pg/ml ampicilinu a rozetiete
bakteriologickou hokejkou.

Inkubujte pre noc pii 37 °C. Misky lze poté uchovat n¢kolik tydna pti 4 °C.



Uloha &5

SKRININK TRANSFORMANTU A ZAMRAZENI POZITIVNICH KLONU

Uvod:

O uspésnosti klonovani genu c-myb, respektive v-myb, do expresniho plazmidu pMT-I-
CD4 se presvédcime po izolaci plazmidové DNA vybranych klond naslednou polymerazovou
fetézovou reakci (PCR). Primery pro detekci byly navrzeny tak, aby sekvence forward primeru
(accacgectcctecaagtc) byla komplementarni k sekvenci promotoru, jez je soucasti vektoru pMT-I-
CD4. Sekvence reverse primeru (accgtatttctgeacgtgttc) je pak komplementarni k sekvenci jez je
spolecna pro gen v-myb i c-myb. V pripadé PCR vektoru pMT-cMyb-CD4 je ocekavana délka
produktu 462 bp. Vzhledem k tomu, ze gen vMyb je zkracenou verzi genu cMyb, je v pripade
PCR vektoru pMT-vMyb-CD4 ocekavan produkt o velikosti 282 bp. V pfipad¢ samotného
vektoru pMT-I-CD4 bez zaclenéného mybového genu nedojde pfi takto navrzené PCR
k vytvofeni zadného produktu.

Postup:

Kazda ze 4 skupin (viz. Uloha 2 a 3) bude analyzovat 5 riznych bakterialnich kolonii
ziskanych po transformaci Escherichia Coli DH5a ligaéni smési (viz. Uloha 3). Koneénym
vysledkem této ulohy bude stanoveni frekvence bakterialnich kolonii obsahujicich pozadovany
plasmid pMT-vMyb-CD4, respektive pMT-cMyb-CD4. Tyto bakterialni klony budou nasledné
zamrazeny.

Minipreparace plazmidové DNA metodou alkalické lyze

1. Naockovat jednu bakterialni kolonii na agarovou misku obsahujici ampicilin (100
mg/ml). Inkubovat pies noc pii 37°C.

2. Prenést bakterialni kulturu plastikovou S$pickou do mikrocentrifugacni zkumavky
obsahujici 200 ul pufru P1 s RNazou ve vysledné koncentraci 100 ug/ml.

3. Pridat 200 ul roztoku P2. Opatrné¢ promichat nckolikerym prevracenim zkumavky.
Inkubovat 5 minut (ne déle) pii pokojové teplote.

4. Pridat 200 ul vychlazeného roztoku P3. Promichat nékolikerym pfevracenim zkumavky.
Ulozit zkumavku na led na 15 minut.

5. Centrifugovat pti 10 000 RPM/20 min/4 °C na mikrofuze. Pfenést supematant do cisté
zkumavky.

6. Pfidat 1 objem isopropanolu, promichat a centrifugovat pii 10 000 RPM/20 min/4 °C na
mikrofuze

7. Promyt vysrazenou plazmidovou DNA 0,5 ml 70 % ecthanolu (nechat stat 5 min pfi
pokojové teplote).

8. Odsat supernatant pasterkou, odstranit vSechny kapky ze stén zkumavky a zkumavku
nechat vyschnout v obracené poloze na filtraCnim papiru pfi pokojové teplot€.

9. Rozpustit DNA ve 40 ml 10 mM Tris-Cl (pH 8.0).
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Slozeni pufra:

Pufr P1: 50 mM Tris-Cl (pH=8), 10 mM EDTA
Pufr P2: 200 mM NaOH, 1% SDS (w/v)
Pufr P3: 3 M acetat draselny (pH=5.5)

PCR detekce genu v-Myb, respektive c-Myb, ve vektoru pMT-IRES-CD4

P1i pipetovani PCR smési se obvykle postupuje tak, ze nejprve se zhotovi smes vSech
slozek (mimo plazmidové DNA) spocitana pro vSechny vzorky + negativni kontrolu (PCR reakce
bez plazmidové DNA) +1, pricemz jednotlivé slozky se pipetuji v uvedeném potadi. Jednotlivé
vzorky plazmidové DNA se napipetuji do 0,5ml zkumavek a pfida se k nim odpovidajici
mnozstvi PCR smési. Zkumavky s PCR smési se poté umisti do termocykléru a spusti se dany
program.

Slozeni PCR reakce:

Priibéh PCR reakce:
destilovana voda 14,5 ul
10x PCR pufr 25ul 1. 94°C — 2 minuty
50mM MgCl, 1ul 2.94°C-30s
10mM smés dNTP 1 ul 3.55°C-30s
20uM forward primer 2ul 4.72°C -30s
20uM reverse primer 2ul 5. bod 2-4 opakuj 30x
100 ng plazmidové DNA 1 ul 6. 72°C — 7 minut
Taq polymeraza (5U/ul) lul 7.10°C - 1 minut
celkem 25ul

O uspésnosti RT-PCR se piesvécte agarozovou elektroforézou.
ZamraZeni pozitivnich klonu

1. Naockovat pozitivni bakterialni klon do 3 ml LB média obsahujiciho 50 pg/ml ampicilinu a
kultivovat na tfepacce pies noc pii 37°C.

2. K narostlé kulture pridat 1 ml 50% glycerolu a promichat na vortexu.

Pienést 2 ml do zamrazovaci zkumavky a pro dlouhodobé uchovavani zamrazit na -80°C.

W

11



Uloha &.6

IZOLACE CELKOVE RNA Z EUKARYOTICKYCH BUNEK, GELOVA
ELEKTROFOREZA RNA A RT-PCR

Uvod:

Eukaryotické buiika obsahuje piiblizné 10° ug RNA. Vice nez 80 % z toho tvoii ribozomalni
RNA (predevsim 28S, 18S, 5.85 a 55), 15-20% je tvofeno malymi RNA (tRNA, malé jaderné
RNA ..)). Pouze 1-5% z celkového obsahu RNA v buiice je tvofeno mRNA. Mezi nejpouZzivanéjsi
metody izolace celkové RNA zbunck patfi metoda vyuzivajici smésné lyzani monofazické
roztoky obsahujici nejcastéji fenol a guanidin izothiokyanat. Guanidinové soli jsou chaotropni
latky, které se uplatiuji pfi denaturaci proteint a inhibici RNaz.

Vzhledem k tomu ze RNA ve srovnani s DNA nese hydroxylové skupiny na 2” i 3" pozici, je
RNA mnohem vice chemicky reaktivni nez DNA. RNA je také velmi snadno degradovana
RNazami. Vzhledem k tomu, ze RNazy se uvoliuji béhem lyze bun¢k a vyskytuji se rovnéz na
pokozce, je pii praci s RNA nutno dodrzovat takova opatfeni, abychom zabranili mozné
degradaci RNA. Oproti DNazam jsou RNazy mnohem odolngjsi vuci tepelné inaktivaci. RNazy
rovngz nepotiebuji pro svou enzymovou aktivitu bivalentni ionty kovii. Proto je jejich inaktivace
velmi obtizna.

Zasady prdace s RNA:

Pro praci s RNA vyclenite material (sklo, pipety, roztoky, ...), ktery bude pouzivan pouze pro
praci s RNA. Pouzivejte RNase-free mikrozkumavky a Spicky. Piesto se doporucuje plastik pred
autoklavovanim inkubovat s inhibitory RNaz (napt. DEPC - diethylpyrokarbonat). Pouzivejte
rukavice.

Izolace celkové RNA
Postup:
1. 2x10° bunék BM2 pienést do mikrozkumavky a centrifugovat 5 minut/500g/RT.
2. Odsat supernatant a pelet resuspendovat v PBS a centrifugovat 5 minut/500g/RT.
3. Odsat supernatant, pridat 1 ml TRIZOLU (Invitrogen) a inkubovat 5 minut pii RT.

V tomto kroku dochazi k lyzi bunck.

Pridat 0,2 ml chloroformu, vortexovat 15 s, inkubace 2 min RT. DNA a proteiny jsou
extrahovany v organické fazi, zatimco RNA zistava ve vodné fazi.

5. Centrifugace 15 minut/12000g/4°C.

6. K horni vodné fazi pridat 0.5 ml isopropanolu, inkubace 10 minut.

7. Centrifugace 10 minut/12000g/4°C.
8.
9.
1

b

Odsat supernatant a sediment oplachnout 1 ml 70% etanolu.
Centrifugace 5 minut/12000g/4°C.
0. Mim¢ vysusit sediment a rozpustit jej v 10 ul DEPC vody.
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Méreni koncentrace:

RNA: A260 =1 odpovida koncentraci 40 ug/ml
A260/A280 = 1,8-2,0 odpovida Cist¢ RNA

Material:
Veskeré roztoky pripravovat z DEPC vody (PBS, 70% ethanol).

Priprava DEPC vody: 1 ml DEPC na 2 1 redestilované vody. Michat 2-3 hodiny a autoklavovat.
P1i autoklavovani dochazi k rozkladu DEPC.

Elektroforéza RNA

Formamidem denaturované molekuly RNA 1ze délit podle velikosti na elektroforézou na
agarozovych gelech obsahujici 2,2 M formaldehyd.

Piiprava gelu (pracujeme v digestori):

1. Rozvarit 1 g agardzy v 72 ml DEPC vody.

2. Vychladit na 55°C.

3. Prtidat 18 ml 37% formaldehydu a 10 ml 10x running buffru.
4. Nalit gel.

Priprava vzorku:

20 ug RNA

4 ul formaldehydu

2 ul running buffru

1 ul ethidium bromidu (200 ug/ml)
10 ul formamidu

MRS

zahiat 10 minut na 85°C, zchladit 10 minut na ledu, pfidat 1 ul 10x nanaseciho pufru, nanést na
gel

Roztoky:
10x Running buffer: 0,2M MOPS (pH=7.0), 10mM EDTA, 0,1M Na-acetat, filtrovat a skladovat

ve tmé
10x Nanaseci pufr: 50% glycerol, 10mM EDTA, 0,25% bromphenol blue, 0,25% xylene cyanol

RT-PCR
Uvod:
Pomoci RT-PCR lze amplifikovat cDNA kopie libovolné RNA. Lze ji také vyuzit pro
detekci mutaci v transkribovanych sekvencich a rovnéz ke stanoveni urovné exprese urcit¢ho

genu. V prvnim kroku dochazi pomoci RNA-dependentni DNA polymerazy (reverzni
transkriptazy) k enzymatické konverzi RNA do cDNA, ktera je nasledné amplifikovana standartni
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PCR. Vybér amplifikovaného tseku je podobn¢ jako u standartni PCR dan sekvenci primert. Pii
navrhovani primerti je vhodné tyto umistit do rozdilnych exont, ¢imz snadno rozliSime po
amplifikaci produkty vzniklé kontaminaci genomovou DNA vizolované RNA. Problémim
s kontaminaci genomovou DNA lze predejit rovnéz inkubaci vzorku RNA s RNase free DNazou.
Kazda RT-PCR reakce by méla zahmovat rovnéz pozitivni a negativni kontroly. Negativni
kontroly by mély zahrnovat kompletni RT-PCR mix bez A) RNA templatu, B) reverzni
transkriptazy, C) primeru. Tyto kontroly by mély odhalit zda vzorek RNA neni kontaminovan
genomovou DNA ¢i zda nedochazi k tzv. self-primingu samotnou RNA.

SloZeni RT-PCR reakce:

RNase free voda 13,5ul
10x RT-PCR pufr 2,5ul
50mM MgCl, lul
10mM smés dNTP Lul
20uM forward primer 2ul
20uM reverse primer 2ul
200 ng celkové RNA Lul
AMV revezni transkriptaza 1 ul
AMV-optimized Taq polymeraza Lul
celkem 25ul

Prubéh RT-PCR reakce:

PN B LD =

42°C - 15 minut
94°C — 1 minuta

94°C -30s
55°C-30s
70°C -30s

bod 3-5 opakuj 30x
70°C — 7 minut
10°C — 1 minuta

Sekvence primera specifickych pro gen v-myb: TGCTAAGCATTTGAAGGGAAGG a

CAATTTCTGCCCATCTGTTTCC

RT-PCR produkty (primery vymezuji usek o velikosti 155 bp) vyhodnot'te elektroforézou na 2%

agarozovém gelu.
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