|zolace jader z bunék lidské tkarnove kultury

Pred zacatkem prace je nutno si pfipravit:

Pracovni roztoky — 1xPBS (k dispozici bude 10xPBS), Sachar6zovy pufr,
Glycerolovy pufr

Laboratorni pomuticky — centrifugacni kyvety nebo Falconky, pipety a Spicky,
centrifuga s rotorem odpovidajicim typu kyvet (dat vychladit na 4°C), eppendorfky,
sklenény homogenizator.

Izolace probih& v komoroveé lednici nebo v laboratofi, pficemz je nutné drzet vzorky
maximalné na ledu. VSechny roztoky a centrifuga jsou predem vychlazené.

1.

Buriky suspenzni kultury se stocCi v centrifugacni kyveté nebo eppendorfce
(dle objemu kultury, pro izolaci je tfeba priblizné 10° bunék). Podminky
centrifugace: 3 000 RPM/10 min/4°C.

2. Odstranime supernatant a sediment rozsuspendujeme v 1xPBS;
centrifugace jako v bodé 1.

3. Odstranime supernatant, pfidame 5 - 10 ml Sacharézového pufru,
sediment rozsuspendujeme pomoci modré Spicky. Centrifugace jako
v bodé 1.

4. Odstranime supernatant, pfidame 5 - 10 ml Sachar6ézového pufru,
sediment rozsuspendujeme. Prelijeme suspenzi do vychlazeného
homogenizatoru, homogenizujeme (20krat).

5. Prelijleme homogenat do centrifugaéni kyvety, centrifugace jako v bodé 1.

6. Odstranime supernatant, rozsuspendujeme sediment v 5 ml Glycerolového
pufru. Centrifugace jako v bodé 1.

7. Odstranime supernatant, rozsuspendujeme sediment v 1 ml Glycerolového
pufru.

8. Rozdélime suspenzi jader po 200 pl do eppendorfek, pfeneseme v tekutém
dusiku do mraziciho boxu (-70°C), kde se jadra uchovaiji.

Sachardézovy pufr: koncentrace zasobnich roztoku:
0,3M sacharo6za prasek (Mr=342,30)

10mM HEPES-NaOH, pH 7,9 1M HEPES-NaOH

1% Triton X-100 100% Triton X-100

3mM CaCl; prasek (Mr=147,02 — dihydrat)
2mM octan hofecnaty prasek (Mr=214,46 — tetrahydrat)
Glycerolovy pufr: koncentrace zasobnich roztoku:
25% glycerol 100% glycerol

10mM HEPES-NaOH, pH 7,9 1M HEPES-NaOH

0,fmM EDTA 0,5M EDTA

0,fmM EGTA 0,5M EGTA

5mM octan horeCnaty prasek (Mr=214,46 — tetrahydrat)



