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1. Izolace bunécnych jader z rostlinnych tkani

Pred zaCatkem prace je nutno si pfipravit:

Pracovni roztoky - pufr 5xA, pufr 1xA, pufr B, pufr C (pro uchovavani jader nebo
eventuelné jiny pufr, ve kterém budete pokracovat), Percoll, sterilni glycerol (pokud jadra
zamrazujeme).

Laboratorni pomuicky - tfeci miska s tlou¢kem, nadoba na dusik, odmérny valec,
kadinka, nalevka, mlynarské hedvabi, centrifugacni kyvety nebo Falconky, pipeta 1ml,
modré Spi¢ky, centrifuga s rotorem odpovidajicim typu kyvet (vychladit na 4°C).

Homogenizace a filtrace probiha v komoroveé lednici

1. 10g rostlinné tkané (mladé listy Nicotina tabacum) se dukladné rozetre v tfeci
misce v tekutém dusiku na prasek. Prasek se pfesype do dalsi tfeci misky a
zalije postupné 60 ml pufru 1xA.

2. Obsah se prefiltruje pfes mlynarské hedvabi do kadinky a pfelije do
centrifugacnich kyvet (objem 50 ml).

Centrifugace probiha v predem vychlazené(4°C) centrifuze v laboratofi, kyvety
s homogenatem se celou dobu temperuji na ledu.

3. Kyvety se proti sobé vyvazi (na pfedvazkach) a daji se odstfedovat do
pfedem vychlazené centrifugy na 5 000RPM/12min/4°C.

4. Supernatant se slije a sediment se rozsuspenduje (pomoci odstfizené modré
Spicky) v dalSich 15 ml pufru 1xA (na kazdou kyvetu). Odstfedovani 5 000
RPM/12 min/4°C.

5. Postup z bodu 4 (promyvani pufrem 1xA) se opakuje, dokud se sediment
nezbavi tmaveé zeleného zabarveni (zplisobeného shluky chloroplastu);
obvykle jsou tfeba dalSi dvé promyti.

6. Sediment se dukladné rozsuspenduje v 15 ml pufru B (na kazdou kyvetu) a
centrifuguje 7 000 RPM/10 min/10°C.

7. Pomoci 1ml pipety s ustfizenou modrou Spic¢kou se jadra flotujici na povrchu
percollového polstare odeberou do Cisté centrifugani zkumavky. Je nutné
dbat na to, aby se neodebraly pfipadné zbytky chloroplastu. Sediment na dné
zkumavky obsahuje pfedevsim Skrobova zrna — NEODEBIRAT!

8. Kjadrim se opét pfida 15 ml pufru B (na kazdou kyvetu), jadra se
rozsuspenduji, centrifugace 7 000 RPM/10 min/10°C. Po centrifugaci se
opatrné odebira roztok pod jadry, na dné kyvety zUstanou jadra (je tieba
zkontrolovat, jestli nejsou na dné centrifugacni kyvety Skrobova zrna, pokud
ano, odebiraji se jadra z povrchu stejné jako v bodé 7).



9. 'z jader (jadra z jedné centrifugaéni kyvety) se pouzije na analyzu
chromatinovych proteind; ke jadram z druhé centrifugacni kyvety se pfida 1
objem (zpravidla 1,5 ml) pufru C, jadra se v ném pomoci sestfizené modré
Spicky rozsuspenduji. Suspenze se rozdéli po 400 ul do eppendorfek, pfida se
400 ul sterilniho glycerolu a promicha se. Jadra se v tekutém dusiku pfenesou
do mraziciho boxu (-70°C), kde se uchovaji pro stépeni mikrokokovou
nukleazou (pokus prob&hne druhy den).

Pufr 1xA se pfipravuje z pufru 5xA, pfida se PMSF a merkaptoetanol.

Pufr 1xA

10mM NaCl

10mM MES pH 6.0

5mM EDTA

250mM sacharoza

0,6% Triton X-100

150uM spermidin

tésné pred pouzitim (po nafedéni pufru 1xA ze zasobniho 5xA) se prida:
PMSF do koncentrace 100uM (zasobni roztok 0,1M)
merkaptoetanol do koncentrace 20mM (zasobni roztok 14,3M).

Pufr S5xA koncentrace zasobnich roztoku:
50mM NaCl 5M NaCl

50mM MES (pfi nafedéni na 10mM ma pH 6.0) 0,5M MES

25mM EDTA 0,5M EDTA

1,25M sacharoza pradek (Mr=342,30)

3% Triton 100%

750uM spermidin 1M spermidin

Pufr B se pfipravuje z pufru 5xA pfidanim navazky Percollu.

Pufr B

2,4 g pufru 5xA

18g Percoll

tésné pred pouzitim se prida (do tohoto mnozstvi):
14,2 ul merkaptoetanolu
40 ul 0,1M PMSF

Pufr C koncentrace zasobnich roztoku:
10mM Tris-Cl pH 7,7 1M Tris-ClI

100mM siran amonny 2M siran amonny

10mM MgCl2 prasek (Mr=203,31-hexahydrat))
5mM merkaptoetanol 14,3M merkaptoetanol



2. Stépeni chromatinu na nukleozomy mikrokokovou nukleazou

Pred zaatkem prace pripravit a zkontrolovat:

Pracovni roztoky - nukleozomovy pufr, STOP pufr, smés
fenol/chloroform/isoamylalkohol, smés chloroform/isoamylalkohol, MNaza, proteinaza K,
isopropanol, roztoky pro elektroforézu.

Laboratorni pomucky - termostat na 37°C a 50°C (termoblocek), stolni centrifuga,
aparatura na agarozovou elektroforéza.

1. Na ledu pfineseme jadra z mraziciho boxu. Po rozmrznuti suspenzi jader
centrifugujeme (2 000 g/10 min/4°C), sediment rozsuspendujeme
v nukleozomovém pufru. Opét centrifugujeme.

2. Pro experiment pouzijeme 5 alikvotl suspenze jader (po 400 pl), alikvoty
oznacCime dle doby inkubace s MNazou 0, 57, 10", 20", 40°.

3. Do kazdého vzorku (kromé alikvotu 0) pfidame MNazu na kone¢nou
koncentraci 150 U/ml (zasobni koncentrace MNazy je 30 000 U/ml)

4. Vzorky inkubujeme v blo¢ku pfi 37°C 57, 10", 20°a 40°. Reakci zastavime
pfidavkem 1 objemu (400 pl) STOP pufru, promichame pipetou.

5. Ke vzorkum pfidame proteinazu K do koncentrace 200 pug/ml (zasobni
koncentrace 20 mg/ml), inkubujeme 1 hod / 50°C.

6. Pfidame 1 objem smési fenol/chloroform/IAA, promichame na vortexu,
centrifugujeme pfi pokojové teploté 14 000RPM/5 min.

7. Odebereme vodnou fazi (obvykle horni vrstva) do nové eppendorfky

(OPATRNE, aby nedoslo ke znegisténi vodné faze mezifazi; je 1épe o
¢ast vzorku pfijit, nez pfenést znecisténou frakci), pfidame 1 objem smési
chloroform/IAA, vortex, centrifugace pfi pokojové teploté 14 000RPM/5
min.

8. Odebereme vodnou fazi do nové eppendorfky, zméfime objem, pfidame
0,6 nasobek objemu izopropanolu. Opatrné promichame prevracenim,
nechame stat 15 minut pfi pokojové teploté. Pokud dojde pfi
promichavani vzorkl k oddéleni fazi, je nutno upravit objem vodné a
izopropanolové frakce (pfidanim izopropanolu nebo 0,3M octanu sodného
pH 5,5).

: Centrifugujeme 14 000ORPM/15 min/laboratorni teplota.

10. Supernatant odebereme pipetou, sediment omyjeme 200 pl 80% etanolu,
znovu centrifugujeme (staci 5 minut). Pipetou odebereme etanol a
sediment vysuSime na vzduchu nebo v termostatu pfi 37°C. Pozor na
presuseni, DNA se potom obtizné rozpousti!!

11. DNA rozpustime ve 20 pl sterilni vody.

12. Pro naneseni na agarézovy gel si pfipravime: 4 ul DNA, 1 pl sterilni vody,
1 ul 6x nanaseciho pufru (obsahuje bromfenolovou a xylencyanolovou
modfF).

13. Elektroforéza bude probihat na 2% agarézovém gelu v pfitomnosti

ethidiumbromidu v 1xTAE pufru. Gel je nutno si pfipravit pfedem (napf.
b&hem inkubace s proteinazou K, bod 5).



14. Do jamek naneseme pfipravené vzorky DNA a hmotnostni standard.
Elektroforéza probiha pfi nizké voltazi (20V) pfes noc. Rano na
transiluminatoru zkontrolujeme vzorky, pfipadné zvySime voltaz a
dokoncCime elektroforézu.

15. Gel zdokumentujeme na systému LAS3000 (FUJI Film) v kanalu pro
detekci signalu ethidiumbromidu.

Nukleozémovy pufr:

50 mM Tris-Cl pH 8,0
125 mM sacharoéza

5 mM MgCl2

3 mM CaClz

10 mM merkaptoethanol
250 puM spermidin

100 uM PMSF

STOP pufr:
1% sarcosyl

0,5M EDTA pH 8,0
2 M NaCl

Smés chloroform/isoamylalkohol:
24 dilt chloroformu
1 dil isoamylalkoholu

Smés fenol/chloroform/isoamylalkohol:
1 dil ekvilibrovaného fenolu
1 dil smés chloroform/isoamylalkohol

Priprava 2% agar6ézového gelu:

147 ml 1xTAE pufru (50x TAE: 242 g TRIS-CI, 100 ml 0,5M EDTA a 10 ml kyseliny

octové v kone€ném objemu 1000 ml; pH 7,7)

3 g agarozy
Rozvafit v mikrovinné troubé&, prab&zné VELMI OPATRNE (pozor na utajeny var)
promichavat. Ochladit pod tekouci vodou (za stalého promichavani) na cca 60°C.
Pridat 30 ul ethidiumbromidu (zasobni koncentrace 1 mg/ml). Nalit do formy
(nezapomenout na hiebinek), nechat zatuhnout.




3. Extrakce chromatinovych proteinu

1. Jadra se promyiji 2x v promyvacim pufru (mnozstvi promyvaciho pufru zalezi na
mnozstvi vyizolovanych jader)
2-10ml promyvaciho pufru v 15ml zkumavce/2000g/15min/4°C.
(Pozor, aby pfi odlivani roztoku nedoSlo i k vyliti jader).
2. Usazena jadra na dné centrif. kyvety se rozsuspenduji v rozsuspendovavacim
pufru .
3. Pfida se HCI na vyslednou koncentraci 0,25 M a smés se necha michat
v komorové lednici pfi 4-5°C na kolotoci 1,5-2 hod.
4. VVzorek se odstfedi opét na 2000g/15min/4°C a odebere se supernatant.
5. K supernatantu se pfida studena kys. trichléroctova (TCA) na 25% w/v (navazit
prasek). Vzorek se inkubuje 30min na ledu za obasného promichani.
6. Vzorek se odstfedi 5000g/30min/4°C a odstrani se supernatant (odpipetuje)
7. Precipitat se promyje 1x v ledovém acetonu s 1M HCI; pomér = 98:1, odstfedi se
2000g/15min/4°C a supernatant se odstrani (odpipetuje).
8. Precipitat se promyje jesté 2x ledovym acetonem a pokazdé se odstredi
2000g/15min/4°C.9.
9. Vzorky se nechaji vysusit volné na vzduchu (asi 10min).10.
10.Po vysuSeni vzorky rozpustit v 50ul rozpoustéciho pufru.
11.Koncentraci proteinu zméfit spektrofotometricky, dle Bradfordové:
980 ul Bradford + 20 ul (H20=blank, vzorek), méfeni A pfi 595 nm. Podle jiz
vytvofené kalibracni kFivky zjistit koncentraci vzorkd (koncentrace vyizolovanych
proteint by méla byt 10-20ug/ul).

Promyvaci pufr:
75mM NacCl

10mM EDTA
50mM Tris-Cl pH 8

Rozsuspendovavaci pufr:
0,14M NaCl
10mM Tris-Cl pH 7,5

Rozpous$téci pufr:

10mM fosfatovy pufr pH=7,5
3mM EDTA

5%SDS




4. Analyza chromatinovych proteint pomoci SDS-PAGE

K nalévani gelu se pouzije aparatura od BioRad Mini-Protean, skla s Tmm spacerem.

17% running gel (15ml):

5,7ml 30% zas. roztoku akrylamidu (37:1)
2,5 ml 4x runnig buffer (1,5M Tris-Cl pH 8,8)
0,1ml 10% SDS

1,7ml H20
50ul  Amonium Persulfat 30% (APS)
5ul TEMED

Vrchni okraj running gelu se zalije kapkou destilované vody a necha se zatuhnout.
Po ztuhnuti se voda odsaje filtraCnim papirem a nalije se stacking vrstva, s 10-
komuarkovym hiebinkem/Sitka 1mm.

Stacking gel: 0,88ml 30% zas. roztoku akrylamidu (37:1) (AA:crosslinker)
1,66ml 4x stacking buffer (0,5M Tris-Cl pH 6,8)

66l 10% SDS (sodiumdodecylsulfate, aniontovy detergent)
4,06ml H20

20l APS 30% (amonium persulfate, iniciator)

3,3ul TEMED (N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin, katalyzator)

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.

Do jedné jamky gelu davame 5-15ug celkovych proteind. MnoZzstvi zalezi na koncentraci
(celkovy objem i s denaturaéni smési max. 15ul)

Pfed nanesenim se vzorky denaturuji pfi 85°C / 5 min po pfidani denaturacni smési s
barvivem, tato smeés je pfipravena 2x koncentrovana. Do prvni jamky se zpravidla
nanasi proteinovy marker (nedenaturuje se ani se nepridava barvicka, uz je nabarveny
od vyrobce). V nasi laboratofi se pouziva od firmy Fermentas; do jamky se nanasi 5ul.

2x denaturacni barvicka (pH 6,8):
0,125M Tris-CI

4% SDS

20% vl/v glycerol

0,2M DTT

0,02% Bromophenol blue

Na zaputovani vzorku do stacking gelu se nastavi 50V, (proud pfi jednom skle 45mA, pfi
dvou sklech 60 mA). Po zaputovani do running gelu se zvysi napéti na 100-150V. Gel



nechame bézet do doby, nez se bromfenolova barvicka pfiblizi cca 2-5mm od dolniho
okraje.

Po vypnuti a rozdélani aparatury se skla rozlozi a gel se opatrné premisti do misky, kde
se nejdfiv oplachne vodou a potom se barvi Coomasie briliantovou modfi (barvici roztok
fy BioRad, na bazi kys. fosfore¢né), cca1-2hod, na tfepacce, pfi mirném tfepani.

DalSi asi 1 hod se odbarvuje ve vodé. Vysledkem by mély byt modfe-nabarvené bandy
na bezbarvém pozadi.



Pfed cviCenim je nutné:
1. Peclivé procCist protokoly, pfipadné nejasnosti v postupech konzultovat
s nékterym ze cvi€icich
2. Pripravit vypocty pro pfipravu roztoku:
e 100 ml pufru 5xA ze zasobnich roztoku (koncentrace zasobnich roztok
jsou uvedeny v protokolu
e 100 ml pufru 1xA z pufru 5xA (+PMSF a merkaptoetanol)
e 100 ml pufru C ze zasobnich roztoku
¢ Kolik HCI (koncentrace zasobniho roztoku 35%, 1 litr vazi 1,18 kg,
Mr=36,45) je tfeba pfidat k 10 ml Rozsuspendovavaciho pufru (bod 3,

Extrakce chromatinovych protein(), aby vysledna koncentrace HCI byla
0,25M.

CviCeni zacne v utery 18. 5. v 8.00 hodin v seminarni mistnosti v 1. patfe A2 (mistnost,
kde probihaly pfednasky).

Prvni den budete izolovat jadra, extrahovat chromatinové proteiny a pfipravovat SDS-
PAGE.

Druhy den probéhne SDS-PAGE, mezitim provedete $tépeni chromatinu MNazou,
extrakci DNA a agardzovou elektroforézu. Elektroforéza pobézi pfes noc, vysledky vam
budou zaslany na e-mail. Nasledné diskuse vysledkd jsou mozné (a vitané).



