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1. Izolace bunécnych jader z rostlinnych tkani

Pred zacatkem préace je nutno si pfipravit:

Pracovni roztoky - pufr SxA, pufr 1xA, pufr B, pufr C (pro uchovavani nebo eventuelné jiny
pufr, ve kterém budete pokracovat), Percoll, sterilni glycerol (pokud jadra zamrazujeme)
Laboratorni pomiucky - tfeci miska s tlouckem, nadoba na dusik, odmérny valec, kadinka,
nalevka, mlynaiské hedvabi, centrifugacni kyvety nebo Falconky, pipeta 1ml, modré Spicky,
centrifuga s rotorem odpovidajicim typu kyvet (dat vychladit na 4°C)

Izolace a filtrace probiha v komorové lednici

1. 10g rostlinné tkané se dikladné rozetfe v tfeci misce v tekutém dusiku na prasek.
Préasek se presype do kadinky a zalije postupné 60 ml pufru A

2. Obsah se prefiltruje pres mlynaiské hedvabi do Cisté kadinky nebo pfimo do
centrifugacni kyvety.

Centrifugace probiha v laboratori, kyvety se ov§em celou dobu temperuji na ledu, nutné mit
predem vychlazenou centrifugu na 4°C

3. Kyvety se proti sobé€ vyvazi (na predvazkach) a daji se odstfed’ovat do predem
vychlazené centrifugy na 4°C na 12min na SO00RPM

4. Supernatant se slije a sediment se opét rozsuspenduje v dalSich 15ml pufru A/kyvetu a
opét se necha odstfed’ovat na SO00RPM/12min/4°C

5. Postup z bodu 4. se opakuje dokud se sediment nezbavi tmaveézelenych Castic
(chloroplasty a jejich shluky), které se v supernatantu rozpoznaji jako nerozpustné
malé okem viditelné Castice, obvykle 2x

6. Sediment se rozsuspenduje v 15ml v pufru B/kyvetu a centrifuguje na
7000RPM/10min/10°C

7. Pomoci davkovaci pipety (1 ml) s modrou sefiznutou Spickou se odeberou jadra, ktera
plavou na povrchu supernatantu do dalsi Cisté centrifugacni kyvety. Je nutné dbat na
to, aby se neodebraly pfipadné zbytky chloroplastt, které se nepodaftilo
v pfedchazejicich krocich Gplné€ odstranit. V zadném ptipadé neodebirat sediment ze
dna zkumavky (obsahuje zejména Skrobova zrna).

8. Odebrana jadra se nechaji opét centrifugovat v pufru B na 7000RPM/10min/10°C.
V tomto kroku se opatrn€ odebira roztok pod jadry, az zdstanou na dné€ samotna jadra.

9. Jadra se mohou bud’ zamrazit na -70°C nebo se pouziji pfimo k dalsi analyze. Pro
skladovani jader na -70°C se k jadram ptidal,5 ml pufru C a jadra se rozsuspenduji.
Suspense jader se rozdéli na aliquoty po 400 ul, ke vzorkiim se ptida po 400 ul
sterilniho glycerolu a promicha. Pokud se jadra pouzivaji dale, pfevedeme je do
ptislusného pufru pro dalsi postup.

Pufr A se pfipravuje z pufru 5xA a pfidanim merkaptoetanolu a PMSF.

Pufr A
10mM NaCL 5xA: 50mM NaCl
10mM MES pH 6.0 50mM MES (pii natedeni na 10mM ma pH 6.0)
5mM EDTA 25mM EDTA
250mM sachar6za 1250mM sachar6za
0,6% Triton X-100 3% Triton
750uM spermidin




150 pM spermidin
100uM PMSF
20mM merkaptoetanol

Pufr B se pfipravuje z pufru A pfidanim navazky Percollu.

Pufr B

2,4 g pufru 5xA

18g Percoll

Tésné pred pouzitim se prida: 14,2 pl merkaptoetanolu
40ul 0,1M PMSF

Pufr C

10mM Tris-Cl pH 7,7
100mM siran amonny
10mM MgCl,

5mM merkaptoetanol

2. Stépeni genomové DNA na nukleozomy mikrokokovou nukleszou

Pred zacatkem prace pfipravit a zkontrolovat:

Pracovni roztoky - nukleozomovy pufr, STOP puft, fenol ekvilibrovany pufrem, smés
fenol/chloroform/isoamylalkohol, chloroform/isoamylalkohol, MNasa, proteinaza K,
isopropanol, roztoky pro elektroforézu

Laboratorni pomiicky - termostat na 37°C a 50°C, stolni centrifuga, agarosova elektroforéza

1. Cerstvé pfipravena jadra rozsuspendujeme v nukleozomovém pufru a rozdélime na
stejné aliquoty (napt. 400ul), pracujeme na ledu

2. do kazdého vzorku kromé vzorku 0 pfidame MNasu na kone¢nou koncentraci
150U/ml

3. wvzorky inkubujeme pii 37°C a v jednotlivych ¢asovych intervalech (5°, 10", 20", 40")
reakci zastavime pridavkem 1 objemu lyza¢niho roztoku = STOP pufr, vzorek
promichame

4. ke vzorkiim pridame proteinazu K (na konc. 200ug/ml) a inkubujeme 1 hodinu pfi
50°C

5. ke vzorkiim pfidame 1 objem fenolu ekvilibrovaného pufrem, promichame dobie na
vortexu az zmléCni a centrifugujeme pii pokojové teploté 2 min/14000rpm ve stolni
centrifuze

6. odebereme vodni frakci do nové eppendorfky (obvykle je to horni vrstva, ale nekdy
jsou faze prevracené), ke vzorkiim pridame 1 objem smési fenol/chloroform/IAA,
promichame na vortexu a centrifugujeme pti pokojoveé teploté 1 min/14000rpm ve
stolni centrifuze

pozn.: nesnazit se odebrat vodni fazi do tplného konce, aby nebyla znecisténa

vysrazenymi proteiny, v zadném pripad€ neodebirat druhou fazi

7. odebereme vodni frakci do nové eppendorfky, pfidame stejny objem smési
chloroform/isoamylalkohol, vortex, centrifugace pii pokojové teploté 1 min/14000rpm

8. odebereme vodni fazi do nové eppf, zméfime si objem vzorku, pfidame 0,6 az 0,8
nasobek objemu isopropanolu na srazeni

9. wvzorky promichame pfevracenim a nechame ustat




Pozn.: obé faze se musi spojit, pokud po ustati pozorujeme rozdéleni dvou fazi, je nutno
upravit objem vodni nebo isopropanolové frakce, aby se dosahlo spravného poméru
smiseni, a to pfidanim isopropanolu nebo vodniho roztoku s pfidavkem soli (napt. 0,3M
acetat sodny, pH 5,5)

10. po 15 min stani pfi pokojové teploté centrifugujeme vzorky 15 min/14000rpm pii
25°C.

11. odebereme supernatant pipetou a pelet omyjeme 180ul 80%FEtOH, opatrné stahneme
ethanol a pelet nechame vyschnout na vzduchu

pozn.: Ize opatrné susit 1 s pouzitim vyveévy a exikatoru nebo podobného systému, pozor

na presuseni.

12. DNA rozpustime v 20ul sterilni vody. Pfipravime si jednotlivé vzorky pro naneseni -
4ul DNA, 1ul sterilni vody, 1ul 6xcc loading bufter (obsahuje bromfenolovou a
xylencyanolovou modr)

13. Agarosova elektroforéza - nutno si pfipravit ptredem gel 2% agarosy v TAE pufru s
etidiumbromidem (nebo 3% NuSieve agarosa v TBE pufru) a elektroforetickou vanu s
TAE pufrem. Toto Ize ucinit v meziCase, napt. ¢ekani v bodé 4 a 11)

14. naneseme do jamek gelu po 6pl pfipravenych vzorkt, marker. Elektroforézu mizeme
nechat probihat pfes noc do druhého dne pfi nizké voltazi (30-40V), rano pak na
transiluminatoru zkontrolujeme jak je DNA rozdélena a upravime voltaz

15. dokumentace gelu na dokumentacnim systému nebo foto s ¢ervenym filtrem na
kinofilm z transiluminatoru

Nukleozomovy pufr: STOP pufr:
50 mM Tris-Cl pH 8,0 1% sarcosyl
125 mM sacharosa 0,5 M EDTA pH 8,0
5 mM MgCl, 2 M Na(l
3mM CaClz

10 mM merkaptoethanol
250 pm spermidin

100 pm PMSF
Smés chloroform/isoamylalkohol: Smés fenol/chloroform/isoamylalkohol:
24 dilt chloroform 1 dil fenol ekvilibrovany

1 dil isoamylalkohol 1 dil smes chloroform/isoamylalkohol




3. Extrakce chromatinovych proteini
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Pokud se pracuje pfimo s nove pfipravenymi jadry, jadra se promyji 2x

v promyvacim pufru a odstfedi 2000g/15min/4°C. (Pozor, aby pii odlivani roztoku
nedoslo 1 k vyliti jader).

Pokud se pracuje s jadry které byly skladovany na -70°C, nutné nejdfiv odstranit pufr
C tim, ze se po rozmrazeni odstfedi 2000g/15min/4°C a az pak promyvat.

Usazena jadra na dné centrif. kyvety se rozsuspenduji v 0,14M NaCl+ 10mM Tris-Cl
pH 7,5.

Ptida se HCl na vyslednou 0,25 M koncentraci a smés se necha michat v komorové
lednici pfi 4-5°C na koloto¢i 2 hod.

Vzorek se odstredi opét na 2000g/15min/4°C a odebere se supernatant.

K supernatantu se pfida studena kys. trichloroctova (TCA) na 25% w/v. Vzorek se
necha inkubovat 30min na ledu za obfasného promichani.

Vzorek se odstfedi 5000g/30min/4°C a odstrani se supernatant

Precipitat se promyje 1x v ledovém acetonu s 1M HCI; pomér = 98:1, odstfedi se
2000g/15min/4°C a supernatant se odstrani.

Precipitat se promyje jeste 2x ledovym acetonem a pokazdé se odstredi
2000g/15min/4°C

Vzorky se nechaji vysusit volné na vzduchu

Promyvaci pufr: 75SmM NaCl

10mM EDTA
50mM Tris-Cl pH 8




4. Analyza chromatinovych proteini pomoci SDS-PAGE

K nalévani gelu se pouzije aparatura od BioRad Mini Protean, skla s 0,75mm spacerem.

12,5% running gel (15ml): 6,3 ml 30% zés. roztoku akrylamidu (37:1)
3,8ml 4x runnig buffer (1,5M Tris-Cl pH 8,8)
0,15ml 10% SDS

oml  H20
40ul  Amonium Persulfat 30% (APS)
5ul  TEMED

Vrchni okraj running gelu se zalije kapkou destilované vody a neché se zatuhnout.
Po ztuhnuti, se voda odsaje filtratnim papirem a nalije se stacking vrstva, s 10-komirkovym
hfebinkem.

Stacking gel: 0,88ml 30% zés. roztoku akrylamidu (37:1)
1,66ml 4x stacking buffer (0,5M Tris-Cl pH 6,8)
66ul  10% SDS
4,06mlH20
20ul  APS 30%
3,3ul TEMED

Na elektroforézu se pouziva glycinovy pufr (0,025M Tris, 0,192M glycin, 0,1% SDS, pH
8,3), ktery ziskame fedénim 10x ze zasobniho roztoku.

Pted nanesenim se vzorky denaturuji pii 95°C / 5 min po pfidani denaturacni smeési s
barvivem, ktera je pfipravena bud 2x nebo 4x koncentrovanéjsi. Do prvni jamky se zpravidla
nanasi proteinovy marker (nedenaturuje se ani se nepiidava barvicka, uz je nabarveny od
vyrobce). V nasi laboratofi se pouziva od firmy Fermentas; do jamky se nanasi 7pl.

2x denaturacni barvicka (pH 6,8):  0,125M Tris-Cl
4% SDS
20% v/v glycerol
02M DTT
0,02% Bromophenol blue

Na zaputovani vzorku do stacking gelu se nastavi 50V, (proud pii jednom skle 45mA, pfi
dvou sklech 60 mA). Po zaputovani do running gelu se zvy$i napéti na 100-150V. Gel
nechame bézet do doby, nez se bromfenolova barvicka pfiblizi cca 2-5Smm od dolniho okraje.
Po vypnuti a rozdélani aparatury se skla rozlozi a gel se opatrn€ pifemisti do misky, kde se
nejdiiv oplachne vodou a potom se barvi Coomasie briliantovou modfi (barvici roztok fy
BioRad, na bazi kys. fosfore¢né), ccal-2hod, na tfepacce, pti nizkych otackach.

Dalsi 1 hod se zhruba odbarvuje ve vodé. Vysledkem by mély byt modie-nabarvené bandy na
bezbarvém pozadi.




