1. uloha.

Izolace a purifikace plazmidové DNA (princip metody)

Pro izolaci plazmidové DNA z buné¢k se pouziva fada riiznych metod. Tyto metody vzdy
zahrnuji tf1 zakladni kroky: rist bakteridlni kultury, izolaci bakterii a jejich lyzi, purifikaci
plazmidové DNA.

Riist bakterialni kultury

Plazmidy se nejcastéji izoluji z bakterialni kultury (rostouci v médiu obsahujici piislusné
antibiotikum), ktera byla inokulovana jednou kolonii odpichnutou z agarové plotny. VétSina
plazmidovych vektort pouzivanych v soucasné dobé (napt. pUC tada) se replikuje jako
vicekopiové vektory a je u nich mozné dosdhnout vysokého vytézku pfi izolaci z kultury,
ktera rostla ve standardnim LB médiu do logaritmické faze rustu.

Izolace a lyze bakterii

Bakterie jsou ziskany centrifugaci a lyzovany jednou z mnoha metod zahrnujicich piisobeni
detergentti, organickych rozpoustédel, alkalického pH nebo tepla. Volba jedné z téchto metod
zavisi na velikosti plazmidu, bakteridlnim kmeni a metod¢, kterd bude nasledné pouzita pro
purifikaci plazmidové DNA:

1. Velké plazmidy (> 15 kb), kter¢ jsou citlivé na poSkozeni, by mély byt izolovany metodou
minimalizujici pisobeni fyzikalnich sil (lyze dodecylsulfatem sodnym).

2. Pro malé plazmidy je mozné pouZit vice metod. Po pfidani EDTA a v nékterych ptipadech
lysozymu jsou bunky vystaveny plisobeni detergentu a lyzovany varem nebo alkalicky. To
zpisobi denaturaci chromozomalni DNA, kterd je obvykle jiz ve formé& linedrnich fragmentd.
Naproti tomu vlakna plazmidové DNA, tvofena kovalentné uzavienymi molekulami se pii
denaturaci nerozchazeji, protoze jsou vzajemn¢ propletend a mohou na rozdil od linedrnich
fragmentt rychle renaturovat.

3. Lyze varem neni doporucovana pii izolaci z kmenti produkujicich endonukledzu A.
Endonukledza A neni varem kompletné inaktivovana a plazmidova DNA muze byt

degradovéana béhem naslednych inkubaci za ptitomnosti Mg2+. Tomuto problému lze predejit
zafazenim extrakce s fenol:chloroformem.

Purifikace plazmidové DNA

Proteiny odstraniujeme extrakci smési fenol:chloroform:isoamylalkohol (25:24:1) a poté
chloroform:isoamylalkohol (24:1).

Precipitaci DNA provadime 96 % ethanolem po pfidani 3M octanu sodného.
Odstranéni RNA provadime piisobenim pankreatickou RNazou.

Vysoce Cisté kovalentn€ uzaviené kruznicové DNA je mozné ziskat po centrifugaci v
gradientu CsCl-ethidium bromid.

Z dal¢ich metod je mozné pouzit pro purifikaci plazmidové DNA precipitaci
polyetylénglykolem, chromatografii a komercni metody.



Izolace DNA plazmidu pUC18 metodou alkalické lyze (protokol).

1 .Naockovat jednu bakterialni kolonii do 2 ml LB media obsahujiciho ampicilin (100 pg/ml).
Inkubovat kulturu pfes noc pii 37°C za intenzivniho tfepani.

2.Pfenést 1,5 ml kultury do mikrocentrifuga¢ni zkumavky. Centrifugovat pfi 12 000 g 5 minut pii 4
°C na mikrofuze.

3.0dsat médium pasterkou (nebo slit) tak aby bakterialni pelet zlstal co nejsussi.

4. Resuspendovat bakterialni pelet ve 100 ul roztoku A.
Pridat lysozym do kone¢né koncentrace 500pg/ml a RNazu do konecné koncentrace 10 pg/ml.
Intenzivné promichat na vortexu.
5.Pridat 200 pl Cerstvé piipraveného roztoku B.
Opatrné promichat né€kolikerym ptfevracenim zkumavky. Ulozit zkumavku na ledu 5 min.
6.Pridat 150 pl roztoku C ptedem vychlazeného na ledu.
Promichat ne¢kolikerym pievracenim zkumavky. Ulozit zkumavku na ledu 5 -10 min.
7.Centrifugovat pii 12 000 g/10 min/4 °C na mikrofuze. Pfenést supernatant do ¢isté zkumavky.
8.Pridat stejné mnozstvi fenol:chloroformu, nékolikrat protiepat a centrifugovat pii 12 000 g/5 min/4
°C na mikrofuze. Pfenést supernatant do cisté zkumavky.Opakovat extrakci s chloroformem.

9.Ptidat 1/10 objemu 3 M octanu sodného pH 5,2, promichat a vysrazet dsSDNA dvéma objemy
vychlazeného 96% ethanolu. Nechat smés stat 10 min pfi -70 °C.

10.Centrifugovat vysrazenou DNA pfi 12 000 g/15 min/4 °C na mikrofuze.

11.Promyt 1 ml 70 % ethanolu (nechat stat 10 min pfi pokojové teplot€).

12.0dsat supernatant pasterkou, odstranit v§echny kapky ze stén zkumavky a zkumavku nechat
vyschnout v obracené poloze na filtraénim papiru pii pokojové teplote.

13.Rozpustit DNA v 50 pl TE pufru pH 8,0. Uchovéavat pfi -20 °C nebo kratkodobé pii 4 °C.

Roztok A (TEGLU): 25mM Tris-HCI (pH 8,0) 10mM EDTA 50mM glukéza, (chlazeny)
Roztok B: 0,2M NaOH, 1% SDS (cerstvy)
Roztok C: 3M octan draselny, pH = 5,2 (chlazeny)

Sevageova smés: chloroform : izoamylalkohol (24 : 1)

TE-puftr (Tris-EDTA) 10 mM Tris-HCI; ImM EDTA
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Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty DNA

Znalost presné koncentrace DNA je podminkou uspésného provedeni fedy
molekularnébiologickych metod, jako transformace, transfekce, enzymové reakce s DNA pii
Stépeni restrikénimi endonukledzami a klonovani, mapovani, sekvencovani a pod.

Spektrofotometrické stanoveni je zalozeno na poznatku, ze roztoky DNA pohlcuji UV zafeni.
Zateni je pohlcovano pyrimidinovymi a purinovymi bazemi DNA. Dochézi k excitaci jejich
chemickych vazeb, coz ma za nasledek postupnou degradaci DNA. Absorp¢ni maxima
jednotlivych nukleotidl se navzajem ponékud lisi: dATP ... 259 nm, dCTP ... 271 nm, dGTP
... 253 nm, dTTP ... 267 nm. DNA absorbuje maximaln¢ UV zafeni o vinové délce 260 nm.

Mnozstvi pohlceného UV zéieni je pfimo umérné koncentraci DNA v roztoku a vyjadiuje se
hodnotami absorbance:

9

v

kde Iy je mnozstvi vchazejiciho svétla a / je mnozstvi svétla propusténého. Nejpiesnéjsi je
stanoveni absorbance v rozmezi od 0,1 do 1,0.

Pti stanoveni koncentrace DNA plati nasledujici vztahy:

ds DNA Aren=1 odpovida 50 pg/ml
ss DNA Argn =1 odpovida 33 pg/ml
jednotetézcové oligonukleotidy Arepn =1 odpovida 20 pg/ml
(ss RNA Argn =1 odpovidé 40 pg/ml)

Tyto vztahy plati pro optickou drahu 1 cm (tj. Sitka kyvety). Jako rozpoustédla se pti
spektrofotometrickém stanoveni koncentrace DNA pouziva obvykle destilované vody, TE
pufru, SSC pufru nebo fosfatového pufru.

Vyhodou spektrofotometrického stanoveni je jeho presnost a sou¢asnd moznost posoudit
Cistotu preparatu. Cistotu DNA Ize stanovit z pomérii absorbanci pfi riiznych vinovych
délkach. Pro ¢istou DNA plati tyto hodnoty:

A280/A260 = 0,550 A260/A280 = 1,80 az 1,85

A230/A260 = 0,455 A260/A230 = 2,20
Pro c¢istou RNA plati pomér: Ayg/Ang0 = 2.0.

Pti kontaminaci preparatu proteiny jsou vypoctené poméry absorbanci vyrazné nizsi a
koncentraci DNA nelze ptesné stanovit. Stupen znecisténi DNA 1ze posoudit rovnéz
proméfenim absorbance vzorku v rozsahu vinovych délek 230 - 300 nm a vyhodnocenim
ziskané ktivky.

V piipad¢ silného znecisténi DNA je tieba provést jeji precisténi. Podle toho ¢im je DNA
znecisténa pouzije se néktery z nize uvedenych postupti:

- odstrannéni fenolu: dialyza, extrakce chloroformem

- odstranéni proteint: opakovana deproteinace chloroformem. Lze pouzit rovnéz enzymové
degradace proteinli pomoci pronazy nebo proteindzy.

- odstranéni RNA: enzymova degradace pomoci RNazy nebo specifické precipitacni postupy.
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Stépeni DNA restrikénimi endonukleiazami

Kazdy restrikéni enzym vyzaduje optimalni reakéni podminky, které jsou uvadény vyrobcem
v katalogu nebo jsou uvedeny v literatufe. Hlavni faktory, které vyrazné ovliviiuji rychlost a
specifi¢nost Sté€peni, jsou teplota a slozeni reakéniho pufru. Zatimco pozadavky na teplotu
jsou vétsinou dosti vyhranéné, rozdily ve sloZeni pufri byvaji ¢asto malé. Proto lze pro
urcitou skupinu restrik¢nich enzymii pouzivat stejného pufru. Podle slozeni restrikénich pufra
1ze enzymy rozdélit do tii zdkladnich skupin, a to na enzymy které pracuji pfi nizké, stiedni a
vysoké iontové sile pufru. Slozeni téchto pufrt je nasledujici:

Obvykle jsou vySe uvedené pufry pfipravovany jako 10x koncentrované zasobni roztoky,
které se skladuji pti -20 °C.

Provedeni vlastniho §tépeni DNA

Reakce se obvykle provadi s 0,2 - 1 pg DNA v celkovém objemu 20 Pl reakéni smési.
Postup:

1.Roztok DNA smichat ve sterilni Eppendorfové zkumavce se sterilni destilovanou vodou tak, aby
mnozstvi DNA bylo 0,2 - 1 ug a celkovy objem 18 pl.

2.Pridat 2 pl pfislusného 10x koncentrovaného restrikéniho pufru a dobie promichat.

3.Pfidat jednu jednotku restrikéniho enzymu a dobie promichat.
Jednotka enzymu je obvykle definovana jako mnozstvi enzymu vyzadované pro rozstépeni 1 ug
DNA kompletné béhem jedné hodiny v doporuc¢eném pufru a pii doporucené teploté v 20 ul
reakcni smesi.

4 .Inkubovat po pfislusnou dobu za prislusné teploty.

5.Zastavit reakci pfidanim 0,5 M EDTA do kone¢né koncentrace 20 mM. Reakci Ize zastavit rovnéz
zahtatim reakcni smési na 65 °C po dobu 10 min. Pokud ma byt DNA analyzovana pfimo na
gelu, pridat nanaseci barvivo (5:1) na nanést na gel.

Poznamky k praci s restrikénimi enzymy

Restrikéni enzymy jsou drahé, proto je tfeba dodrzovat nasledujici pravidla:

1.Restrikéni enzymy jsou stabilni pfi -20 °C, proto s nimi mimo tuto teplotu manipulujeme co
nejkrat$i dobu a v ledové lazni.

2.0dbér pozadovaného mnozstvi provadime vzdy novou sterilni $pickou. Kontaminace enzymu vede
k jeho degradaci.

3.Casto je mozné mnoZstvi enzymu vyzadovaného pro §tépeni snizit a prodlouzit dobu $tépeni.

4.Pokud ma byt DNA S$tépena dvéma nebo vice enzymy, lze $tépeni provést soucasné¢ (pokud
reakeni pufr pro oba enzymy je stejny), nebo nasledné: nejdiive enzym vyzadujici nizkou
iontovou silu, pak koncentraci pufru upravit a provést §tépeni dal$im enzymem.

5.Jestlize je provadéno $tépeni mnoha vzorkii DNA, vypoctéte celkové potiebné mnozstvi enzymu.
Odeberte toto mnozstvi a smichejte s ptislusnym restrikénim pufrem. Rozplite ptislusné dily do
jednotlivych reakénich smési.
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Gelova elektroforéza nukleovych kyselin

Elektroforéza je jednou ze zdkladnich metod molekularni biologie. Tato standardni metoda se
pouziva k separaci, identifikaci a purifikaci fragmentit DNA. Jako nosice se nej€astéji pouziva
agar6za nebo polyakrylamid.

Elektroforéza DNA je pouzivana jak k analytickym uceltim (tj. stanoveni velikosti nebo
konformace), tak k preparativnim uceliim (separace DNA podle velikosti a nasledné izolace
pozadované frakce).

Pohyb DNA b¢hem elektroforézy je ovlivnén fadou parametrd, z nichz nejdiilezitéjsi jsou:
a) Velikost molekuly DNA: ¢im vétsi molekula, tim pomaleji se v gelu pohybuje. Linearni
dsDNA se pohybuji v gelech rychlosti, ktera je nepfimo tmérna logaritmu jejich velikosti

(bp).

b) Koncentrace gelu jsou dulezité pii déleni riznych velikosti fragmentt:

Molekuly DNA nad 20 kb nelze standardni elektroforézou navzajem oddélit; v téchto
ptipadech se pouziva pulzni gelova elektroforéza, kterou 1ze oddélit DNA az do velikosti
nékolika Mb.

¢) Rychlost pohybu je zavisla na konformaci DNA. Rizné formy DNA (ccc, oc a linearni) se
pohybuji riznou rychlosti.

d) Intenzita elektrického pole: pii nizkém napéti je rychlost pohybu pfimo imérna napéti.
ZvySovani napéti vede k nelinearnimu zvySeni rychlosti pohybu a oblast efektivniho rozd€leni
se sniZuje - proto nema nap¢ti prevysovat hodnotu 5 V/em.

e) Teplota a zastoupeni bazi v DNA. Elektroforetické chovani DNA v agarézovych gelech (na
rozdil od polyakrylamidovych gelil) neni vyznamné ovlivnéno zastoupenim béazi nebo
teplotou, pti které probiha elektroforéza. NejCastéji se elektroforéza provadi pii pokojové
teploté; pti pouziti gelt o nizké koncentraci se teplota udrzuje na nizSich hodnotéch (4 - 10
°C).

Z hlediska experimentalniho uspotadani se rozliSuje horizontalni elektroforéza, pii niz je gel
umistén v elektroforetické vané ve vodorovné poloze a vertikdlni elektroforéza, pii niz je gel
ulozen ve svislé poloze.

Elektroforetické pufry
Nejbeznéji pouzivané jsou:
- TRIS-acetatovy (TAE): 0,04 M Tris-acetat, 0,002 M EDTA, pH 8,2
- TRIS-fostatovy (TPE): 0,08 M Tris-fosfat, 0,008 M EDTA
- TRIS-boratovy (TBE): 0,089 M Tris-borat, 0,089 M kyselina borita, 0,002 M
EDTA



Priprava agarozového gelu

V Erlenmayerové baice ptipravime 0,8 % roztok agardzy v TAE pufru:

1.K odméfenému mnozstvi pufru (zméfime rozméry zatizeni na nalévani gelu a
vypocteme mnozstvi roztoku agardzy potiebného k ptipravé gelu o vysce 0,5
cm) piiddme spravné mnozstvi praskové agardzy.

2.Agarézu nechame v tlakovém hrnci rozvaftit 10 - 15 min.

3.Roztok zchladime na 50 °C a nalejeme do zafizeni na tvorbu gelu, které je
umisténo na vodorovném podkladu. Zkontrolujeme, zda mezi podlozkou a
hiebinkem je 0,5 - 1 mm agarozy.

4 Nechame gel zchladnout 30 - 45 min (podle okolni teploty).

5.Po utuhnuti agarézy prevrstvime gel TAE pufrem a opatrné vytdhneme hiebinek.

Naneseni vzorku do agarozového gelu a provedeni elektroforézy

1.Vzorek DNA natfedime TE pufrem tak, aby koncentrace DNA byla v rozmezi 0,5
- 1 pg/10 pl. 10 pl vzorku smichame se 2 pll nanaSeciho pufru (v Eppendorfove
zkumavce nebo na prouzku Parafilmu) a pomoci automatické pipety naneseme
do otvoru v gelu, ktery jsme predtim prevrstvili elektroforetickym pufrem.

2.Preneseme gel do elektroforetické vany a doplnime elektroforeticky pufr tak, aby
ptekryval gel pfiblizné 3 mm. Nastavime hodnoty napéti nebo proudu a
nechame probihat elektroforézu tak dlouho dokud barvivo neurazi vzdalenost
alespoil 3/4 délky gelu.

3.Po ukonceni elektroforézy preneseme gel do barvici lazné€ (TAE pufr obsahujici 1
Mg etidiumbromidu/ml) a barvime 0,5 az 1 hod.

Pozn.: Etidiumbromid se interkaluje mezi baze v dvouretézcové DNA a po
ozafeni UV svétlem fluoreskuje 80 intenzivnéji nez samotné barvivo. Timto
zpusobem lze detekovat 1 - 5 ng DNA. Etidiumbromid je silny mutagen. Pfi
praci s jeho roztoky je nutné pracovat v rukavicich a dodrzovat zdsady

bezpecnosti!
4.Gel oplachneme vodou a fotografujeme pod UV svétlem 302 nm.
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Transformace kompetentnich bunék E. coli plazmidovou DNA
Priprava kompetentnich bunék pro transformaci

Vlastni navozeni kompetence spociva v pomnozeni bun¢k piislusného kmene E. coli v
tekutém zivném mediu (napt. LB bujonu) do exponencialni faze rtistu, prevedeni bun¢k do
roztoku CaCly, v némz se buiiky ponechaji nékolik hodin, béhem nichz dojde k jejich

vyhladovéni a uréitym zménam v bunécné stén¢, umoziujicim piijmout externi DNA.

Takto pfipravené buniky 1ze pouzit bud’ bezprostfedné, nebo se prevedou do roztoku CaCly s
pfidavkem glycerolu, v némz je mozné buiiky zamrazit na -70 °C a pouzit pozdé&ji (takto
pripravené bunky lze uchovavat nékolik mésicii nebo i1 déle).

Organizmy: Bakterialni kmen E. coli DH5Q
Materidl: LB bujon, sterilni roztok 0,05 M CaCly, sterilni centrifugaéni zkumavky, kolorimetr

s ptislusenstvim, chlazend centrifuga T23.

Postup
1.20 ml LB bujonu v Erlenmayeroveé bance naockujeme 2 ml bujonové kultury (18 hod/37 °C) a

inkubujeme pti 37 °C na vodni tfepaci lazni do hustoty suspenze ODgg( = 0,3.

2.Bunécnou kulturu vytemperujeme na 0 °C v ledové vodni 14zni a centrifugujeme 10 min/3000
ot/min pfi 4 °C. Od této chvile nesmi teplota piekrocit 4 °C!

3.Sediment bunék resuspendujeme v poloviné objemu ledového roztoku CaCl, a ponechame v
lednici pii 4 °C pfes noc.

4.Bunky zcentrifugujeme jako v bod¢ 2) a sediment resuspendujeme ve 2 ml (obecné v 1/10
vychoziho objemu kultury) roztoku CaCl,.

5.Takto pfipravené kompetentni buniky l1ze pouzivat pfiblizné jeden tyden. Pro dlouhodobé
uchovavani se k bunééné suspenzi ptida 1/10 objemu sterilniho glycerolu (4 °C!) a suspenze se
zmrazi na -70 °C.

Vlastni transformace metodou tepelného Soku

Materidl: DNA plazmidu pUC18, LB bujon, LB agar, ampicilin, sterilni mikrozkumavky,
chlazena mikrofuga, termostat nebo vodni lazen.

Postup:

1.Do mikrozkumavky se napipetuje 200 pl kompetentnich bunék. V pfipadé, Ze se pouzivaji bunky
zmrazené na -70 °C, nechaji se pozvolna rozmrznout pti pokojové teploté, teplota bunééné
suspenze by v§ak neméla presahnout 4 °C.

2. Mikrozkumavka se umisti do ledové lazné.

3.Pfida se pozadované mnozstvi DNA (nafedéné TE pufrem) v objemu 10 pl. DNA se obvykle
pridava v mnozstvi 1 ng, 10 ng a 100 ng.

4 Lehce se promicha a poneché v ledové 1azni 20 minut.

5.Bunky se podrobi tepelnému Soku ponotenim zkumavky na 1 min do vodné lazné¢ 42° C, nebo 3
min /37° C.

6.Zkumavka se prenese do ledové lazn€ a prida se 1 ml LB bujonu.

7.Nasleduje inkubace 45 min pii 37 °C na vodni tiepaci lazni.

8.Burniky se zcentrifuguji 1 min pfi 8000 ot/min.

9.Supernatant se sleje - vétSinou vsak zlstane ve zkumavce asi 100 pl supernatantu, ve kterém lze
bunky resuspendovat.

10.Suspenze se vyseje pomoci bakteriologické hokejky na agarové plotny (LB agar, obsahujici 50 -
100 pg ampicilinu /ml).

11.Plotny se inkubuji 24 - 48 hod pti 37 °C.



Poznédmky:

1. Uéinnost transformace kolisa v zavislosti na pouzitém kmeni E. coli, na pracovnim postupu
pii ptipravé kompetentnich bun¢k a na koncentraci DNA pouzité k transformaci. Plati, ze
nejvyssi ucinnosti transformace se dosadhne pii pouziti velmi nizkych koncentraci DNA
(optimalni konc. je pod 1 ng DNA).

2. Je vhodné sledovat narist kolonii na plotnach: nékdy se stava, ze v okoli transformantt se
postupn¢ objevujidoristaji) drobné kolonie, které nejsou transformanty a nejsou tudiz
rezistentni k ampicilinu: rostou v okoli rezistentnich kolonii, které ampicilin rozkladaji.

3. Vyrostlé kolonie je vhodné piepasazovat na ¢isté plotny a zalozit klony z jednotlivych noveé
vyrostlych kolonii.
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PCR - polymerazova retézova reakce (princip metody)

PCR umoziuje ziskat pozadovanou sekvenci bez klonovéni, navic zcela specifickou. PCR
vyuzivé zékladnich ryst replikace DNA:

Jako templat slouzi ssDNA, podle niz je syntetizovan komplementarni fetézec.

K zahdjeni reakce je zapottebi primer, ktery se pfipojuje na komplementarni iseky DNA. Tim
je zaroven vymezen usek DNA, ktery bude amplifikovan.

Jako templaty pro syntézu mohou slouzit oba fetézce dsSDNA, po predchozi denaturaci.
Primery se vybiraji tak, aby se pfipojovaly k mistim ohranicujicim z obou stran
amplifikovany usek. Teoreticky lze ziskat 21 fetézcl (kopii), coz vede k nesmirné rychlé
amplifikaci ptivodni molekuly.

Provedeni reakce

Vychozim materidlem pro PCR je DNA obsahujici sekvenci uréenou k amplifikaci. Tuto
sekvenci neni nutné izolovat - vybér zajisti primery. Jako vzorek je mozné pouzit i biologicky
material (DNA neni nutné purifikovat).
Mnozstvi DNA jako vychoziho materidlu je velmi nizké: obvykle postacuje méné nez 1 ng
genomové DNA, teoreticky postacuje jedna molekula.
Reakéni smés obsahuje:
1.DNA 50 ng -1 ug
mikroorganismy, tkanové kultury, télni tekutiny, bioptické vzorky, stéry, vlasy, atd.
2.Primery. Primery pro PCR mivaji velikost 10 - 40 bp s obsahem GC mezi 40% - 70%. 3' konec
primeru nesmi byt komplementarni k Zadné casti sebe sama (self-complementatity). Primer
nesmi obsahovat palindromy a tvofit stabilni sekundarni struktury. Oba primery by mély mit
priblizné stejny obsah GC a podobnou teplotu annealingu (Ta). K navrhovani primerd se
pouzivaji pocitacové programy, z nichz nékteré jsou volné dostupné.
3.dNTP ve formé Na nebo Li soli, koncentrace v reakci je 0,1 - 0,2 mM.

4.Mg" ionty. Pfitomnost Mg iontii v reakci je nezbytna, jejich mnozstvi zévisi na mnozstvi DNA a
dNTP v reakci. V jejich neptitomnosti se netvoii zadny produkt, v nadbytku vznikaji
nespecifické produkty. Optimalni koncentrace se stanovuje experimentalné€ pro kazdy par
primert zv1ast’.

5.DNA polymerazu

Taq Thermus aquaticus
Tth Thermus thermophilus
Tma Thermotoga maritima

Princip:
1.denaturace 95 °C (separace fetézcl)
2.ptipojeni primert (30 - 65 °C) teplota urcije specifinost a zavisi na sekvenci primeru. T, = Ty, - 5
°C
3.polymeracni reakce (65 - 75 °C)
4.nove syntetizované fetézce slouzi jako templaty pro dalsi cyklus

Cyklické sttidani teplot jednou zalozené smési zajistuje pribeh reakce PCR, provadi se v
termocyklerech, vétSinou se provadi 25 - 40 cykli. Jako polymeraza se pouzivad Tag DNA
polymeraza z Thermus aquaticus.



7. ULOHA
ULTRACENTRIFUGACE
Piiprava preformovaného sacharézového gradientu

Ultracentrifugace je separa¢ni metoda pouzivana v molekularni biologii k identifikaci, izolaci,
purifikaci a charakterizaci biomakromolekul, bunéénych organel, vir apod. Na rozdil od
klasické nizkoobratkové centrifugace se ultracentrifugaci rozumi odstfed’ovani pii vysokych
otackach, tj., pii 20 000 - 100 000 ot/min. Vysokému poctu otacek je pfizpiisobena konstrukce
ultracentrifugy; nutné je intenzivni chlazeni a snizeni atm. tlaku v rotorovém prostoru. Rotory
jsou vyrobeny z uslechtilych materidli, centrifugacni zkumavky jsou vyrobeny z hmot
odolavajicich vysokému pfetizeni a vzorek ve zkumavce je hermeticky uzavien. Nutné je
pfesné vyvazeni protilehlych centrifugacnich zkumavek (pfesnost hmotnosti se pohybuje
radové v jednotkach mg.)

Z hlediska ucelu Ize centrifugaci rozd¢lit na:

a) preparativni, kdy cilem je izolace nebo purifikace biomakromolekul.
b) analyticka, kdy cilem je identifikace pfipadné charakterizace dané ¢astice (napt. stanoveni
jeji velikosti (mol. hmotnosti), sedimenta¢niho koeficientu, vznasivé hustoty apod.).

V obou piipadech je mozné podminky centrifugace zvolit tak, aby déleni ¢astic probihalo bud’
v zavislosti na jejich velikosti, nebo v zavislosti na jejich hustoté.

Pokud maji byt navzdjem oddéleny cCastice liSici se navzdjem svou velikosti (molekularni
hmotnosti), probihéd centrifugace vétSinou v tzv. sachar6zovych gradientech, tj. v roztocich
sachardzy, jejichz koncentrace u dna centrifugacni zkumavky je vyssi nez u hladiny.

Nejcastéji se pouzivaji linearni gradienty 5 - 20% sachardzy. Vzristajici hustota roztoku a tim
1 jeho viskozita eliminuji odstfedivé zrychleni plisobici na ¢astice, jehoz hodnota se smérem
od osy otaceni zvySuje. Gradient tak zajiStuje konstatni rychlost sedimentace Ccastic,
podmifiuje jejich stabilitu a snizuje difuzi usazenych castic do okoli. K pfipraveé gradienti Ize
pouzit rovnéz dalSich latek, napt. D,0, ficoll aj.

Sacharézovych gradientli se velmi Casto pouZiva pro stanoveni molekularnich hmotnosti
DNA a proteinti. V piipadé€, ze maji byt vzajemné odd¢€leny castice na zakladé své odlisné
specifické hustoty, pouziva se gradientli chloridu cesného. Roztoky CsCl se vyznacuji
vysokou hustotou a pfi centrifugaci samovolné¢ vytvareji koncentraéni a tim i hustotni
gradient. Gradient je ur¢en pocatecni koncentraci CsCl a rychlosti otaceni. K ustaleni
gradientu dojde béhem nekolika hodin.

Biomakromolekuly, které se na pocatku centrifugace promichaji s roztokem CsCl, se pfi
centrifugaci usadi ve vrstvé roztoku (gradientu), odpovidajici jejich vznasivé hustoté (jeji
hustota je pon€kud odli$na od specifické hustoty).

Detekce biomakromolekul po centrifugaci.

V ptipad¢ preparativni ultracentrifugace lze Castice detekovat vizudln¢, jako opalescencni
pruhy uvniti zkumavky. tyto lze pak odebrat (napt. injekéni stiikackou) a dale zpracovat.
V piipad¢ analytické centrifugace se obsah zkumavky po centrifugaci rozdéli na jednotlivé
frakce (napf. vykapanim) a kazd4 frakce se oddélené analyzuje z hlediska fyzikalnich
vlastnosti (tj. hustota, absorbance, radioaktivita, index lomu apod.). Cislo frakce udava
soucasné 1 jeji vzdalenost od povrchu (dna) zkumavky a tim i od stfedu otaceni. Srovnani
fyzikélnich veli¢in jednotlivych frakci umozni pak identifikovat polohu Castic v gradientu a
bliZe je charakterizovat.



Priprava preformovaného gradientu sacharozy

1) Pfipravit zasobni 5, 15, 25, 35 a 45% roztoky sacharézy (w/v)
2) 15 a 35% roztoky obarvit safraninem nebo krystalovou violeti

3) Vrstveni gradientl: a) pFevrstvovanim
b) podvrstvovanim



Nomogram pro prepocet relativni odstredivé sily (RCF)
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Relativni odstfedivou silu (tzn. kolikrat je v urcit€ vzdalenosti od osy
rotoru pii zvolenych otackach odstrediva sila vEétsi nez gravitacni sila)
dovoluje vypocitat vzorec:

RCF=1,119.10"n’r



