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Jméno:
Cislo vzorku:

1. lzolace a purifikace plazmidové DNA - priprava vektoru

A) Izolace DNA plazmidu metodou alkalické lyze:

Vysoké pH spolecné s lysozymem zpUsobi lyzi bunék a ireverzibilni denaturaci chromozomalni DNA, ktera se
vlivem mechanického poskozeni nachazi v lyzované burce predevsim ve formé linearnich fragmentd. Naproti
tomu plazmidova DNA zlstava ve formé kovalentné uzavienych kruznicovych molekul, a protoZe jsou vldkna
DNA vzajemné propletena v suprahelikdlni konformaci, mohou rychle renaturovat. Po odstranéni RNA,
proteind a zbytk( organickych sloucenin vyuZitych pri extrakci, je plazmidovd DNA precipitovana
koncentrovanym etanolem za pfitomnosti nadbytku monovalentnich iontd Na*. Takto oSetfend DNA se
separuje centrifugaci a po vysuseni se rozpousti v TE pufru a skladuje pfi + 4°C.

Material:
Zdrojovy Kmen: ....coeveveeeeencseeeeee e
Plazmid: e,

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

2. Pfenést 1,5 ml kultury do Epp. zkumavky. Centrifugovat pfi 12 000 rpm 5 minut pfi 4 °C.

3. Odsat médium tak, aby bakterialni pelet zlstal co nejsussi.

4. Resuspendovat bakterialni pelet ve 100 pl roztoku A s obsahem RNazy o vysledné koncentraci 10 pug/ml.
VYZNAM:

5. Pridat lysozym do konecéné koncentrace 500ug/ml. Promichat a inkubovat 5 min / 37 °C.
VYZNAM:

6. Pridat 200 pl cerstvé pripraveného roztoku B. Promichat a uloZit zkumavku na ledu 5 min.
VYZNAM:

7. Pfidat 150 pl roztoku C pfedem vychlazeného na ledu.
VYZNAM:

8. Promichat nékolikerym prevracenim zkumavky. UlozZit zkumavku na ledu 5 -10 min.
9. Centrifugovat pti 12 000 rpm /10 min/4 °C. Pfenést supernatant do Cisté zkumavky.
10. Pfidat stejné mnozstvi fenol-chloroformu, promichat min. 1 min a centrifugovat pfi
12 000 rpm/5 min/4 °C. P¥i manipulaci s fenolem pouzit vhodné ochranné pomdicky!
VYZNAM:

12. Pfenést horni vodnou fazi do Cisté zkumavky. Pfidat stejné mnozstvi Sevageovy smési, promichat min.
1 min a centrifugovat pti 12 000 rpm/5 min/4 °C. Pti manipulaci s chloroformem pouzit vhodné ochranné
pomcky!
VYZNAM:

13. Pfenést horni vodnou fazi do ¢isté zkumavky. Pfidat min. 1/10 objemu 3 M octanu sodného pH 5,2,
promichat a vysrazet dsDNA min. dvéma objemy vychlazeného 96% ethanolu. Nechat smés stat 20 min pfi
-20°C.
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14. Centrifugovat vysrazenou DNA p¥i 12 000 rpm/15 min/4 °C. Odlit ethanol.

15. Promyt 1 ml 75% ethanolu bez poruseni peletu, nechat stat 30s.

16. Odsat ethanol, odstranit vSechny kapky ze stén zkumavky a zkumavku nechat vyschnout v termobloku pfi
teploté 50 °C.

17. Rozpustit DNA v 40 pl TE pufru pH 8,0. Uchovdévat pfi +4 °C.

B) Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty DNA

Spektrofotometrické stanoveni je zaloZeno na poznatku, Ze roztoky DNA pohlcuji UV zafeni. Zareni je
pohlcovano pyrimidinovymi a purinovymi bazemi DNA. Dochazi k excitaci jejich chemickych vazeb, coz ma za
nasledek postupnou degradaci DNA. Mnozstvi pohlceného UV zareni je pfimo Umérné koncentraci DNA v
roztoku a vyjadfuje se hodnotami absorbance:

A =log lo/!

kde Iy je mnoiZstvi vchazejictho svétla, a / je mnoistvi svétla propusténého. Nejpresnéjsi je stanoveni
absorbance v rozmezi od 0,1 do 1,0.

DNA vykazuje nejvyssi absorbanci pfi vinové délce 260 nm. Vyhodou spektrofotometrického stanoveni je jeho
presnost a soucasna moznost posoudit Cistotu preparatu. Cistotu DNA Ize stanovit z pomér(i absorbanci pfi
raznych vinovych délkach. Pro Cistou DNA plati tyto hodnoty:

A260/A280 =1,80az 1,85

A260/A230 = 2,00 az 2,20

Pro Cistou RNA plati pomér: A260/A280 = 2,0.

PFi vyskytu rezidualnich proteind jsou vypoctené poméry absorbanci vyrazné nizsi a koncentraci DNA nelze
presné stanovit. PFi vyskytu rezidualni RNA jsou hodnoty A260/A280 vyssi nez 1,9.

Pozn.: Pfi méfeni na Nanodropu lze hodnoty povaZovat za relevantni pfi koncentraci DNA nad 20 ng/ul.

1. Plazmidovou DNA nejprve dobte promichat pomoci pipetovani a provést mzikovou centrifugaci (max 6000
rom/0).

2. Nastavit blank pomoci pouzitého elu¢niho pufru.

3. Nastavit pipetu na 2,1 pl a zméfit koncentraci.

C nerepiny (ng/ul) fedéni C kepiny (Lg/ml) A260/A280 vytézek (ug)

Vypocet vytézku DNA (ug):
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2. PCR - priprava inzertu

PCR umoznuje ziskat pozadovanou specifickou sekvenci bez klonovani. PCR vyuziva zakladnich rysa replikace
DNA: Jako templat slouZi ssDNA, podle niz je syntetizovan komplementdarni retézec. K zahajeni reakce je
zapotriebi primer, ktery se pfipojuje na komplementarni Useky DNA. Tim je vymezen usek, ktery bude
amplifikovan. Teoreticky lze ziskat 2" fetézcl (kopii), coZ vede k nesmirné rychlé amplifikaci plivodni molekuly.
Mnozstvi DNA jakoZto vychoziho materidlu je velmi nizké: obvykle postacuje méné nez 1 ug genomové DNA,
teoreticky postacuje jedna molekula (proto je nutné vyhnout se kontaminaci). Prabéh reakce vyZaduje cyklické
stfidani teplot, ke kterému dochazi v termocyklerech, vétsinou se provadi 25 - 60 cykld. Jako polymeraza se
pouziva Taqg DNA polymerdza z Thermus aquaticus, ktera odolava teploté 94 °C.

Prabéh jednoho cyklu:

2. pripojeni primerl (30 - 65 °C) teplota urcuje specificnost a zavisi na sekvenci primeru. Ta=Tm -5 °C
3. polymeracni reakce (65 - 75 °C)
4. nové syntetizované retézce slouzi jako templaty pro dalsi cyklus

Amplifikace genu pro chaperon Hsp60

Slosky reakén( smési Zasobni Vysledna Mnozstviv 25 ul / Mnoizstviv ....ul /
Y koncentrace | koncentrace | 1 vzorek (doplfite) | .... vzorkl (doplnte)
Deionizovana sterilni H,O
Pufr pro PCR s MgCl, 10 x 1x
MgCl, 25 mM 0mM
dNTP 2 mM 200 um
Primery: H279 0,4 uM
10uMm
H280 Ou kazdy
Taq DNA-polymeraza 5U pl? 1U
e 100 x fed. Rozplnit po 22 pl a
T | DNA
emplatova DNAS. qureus | 0 "8 pFidat 3 ul DNA

Podminky: poc. denaturace 95°C 30s; 30 cykli: 94°C 30s, 54°C 30s, 72°C 50s; 72°C 3min

3. Stépeni DNA restrikénimi endonukledzami — linearizace vektoru

Restrikéni endonukledzy (zkr. restriktazy, RE): sekvenéné specifické endonukleazy stépici fosfodiesterovou
vazbu dsDNA v ur¢ité sekvenci nukleotidl. PGvod: Pfevazné produkty bakterii. V laboratorni praxi se nej¢astéji
vyuzivaji restriktazy typu Il, které maji na dsDNA shodné rozpoznavaci misto s mistem Stépeni. Vznikaji tak tfi
typy koncl RE-fragmenta: tupé, presahujici 5°- konce a presahujici 3'- konce. Kazdy restrikéni enzym vyZaduje
optimalni reakéni podminky. Hlavni faktory, které vyrazné ovliviiuji rychlost a specificnost Stépeni, jsou teplota
a sloZeni reakéniho pufru. Pokud nejsou dodrZeny optimalni reakéni podminky, miZe se u nékterych
restrikénich endonukledz projevit relaxovana specifita, kdy dochazi ke stépeni v sekvencich podobnych mistu
rozpoznavanému za optimalnich podminek. Restrikéni enzymy i pufry se skladuji pti -20 °C, pufry jsou obvykle
dodavany jako 10x koncentrované zasobni roztoky. Reakce se obvykle provadi s1 - 5 pug DNA v celkovém
objemu 20 ul reakéni smési. Budou pripraveny dvé reakcéni smési, jedna pro prazdny vektor (kazdy vlastni
vzorek) a jedna pro rekombinantni vektor (jeden vzorek na pracovni skupinu).

1. Roztok DNA smichat ve sterilni Epp. zkumavce se sterilni destilovanou vodou tak, aby v reakéni smési o
objemu 16 pl bylo 5 pg pDNA.

2. Pfidat 2 ul 10x koncentrovaného restrikéniho pufru a dobfe promichat.

3. Pfidat 6 jednotek restrikéniho enzymu EcoRl a dobfe promichat (obvykle 2 pl pfi konc. 3 U/ul)

Jednotka enzymu je obvykle definovand jako mnoZstvi enzymu vyZadované pro kompletni rozstépeni 1 ug DNA béhem
jedné hodiny v doporuceném pufru a pri doporucené teploté v 20 ul reakéni smési.

4. Inkubovat 37 °C/120 min.
5. Reakci zastavit zahratim reakéni smési na 70 °C po dobu 10 min.
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4. Gelova elektroforéza — ovéreni produktl RE stépeni a PCR

Metoda se pouziva k separaci, identifikaci a purifikaci molekul DNA. Jako nosi¢ se nejcastéji pouziva agaréza a
polyakrylamid. Elektroforéza DNA je pouZivana jak k analytickym Géeldim, tak k preparativnim Géelm. Pohyb
DNA béhem elektroforézy je ovlivnén fadou parametr(:

a) Velikost molekuly DNA: ¢im vétsi molekula, tim pomaleji se v gelu pohybuje. Molekuly DNA nad 20 kb nelze
standardni elektroforézou navzajem oddélit; v téchto pripadech se pouziva pulzni gelova elektroforéza, kterou
Ize oddélit DNA az do velikosti nékolika Mb.

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

c) Intenzita elektrického pole (5 V/cm.): pfi nizkém napéti je rychlost pohybu pfimo iUmérna napéti. ZvySovani
napéti vede k nelinearnimu zvyseni rychlosti pohybu a oblast efektivniho rozdéleni se snizuje.

d) Teplota a zastoupeni bazi v DNA. Elektroforetické chovani DNA v agardzovych gelech neni vyznamné
ovlivnéno zastoupenim bazi nebo teplotou. Nejcastéji se elektroforéza provadi pfi pokojové teploté; pfi pouziti
gelll o nizké koncentraci se teplota udrZuje na nizsich hodnotach (4 - 10 °C).

Priprava agarézového gelu

1. V Erlenmayerové bance pripravime 1,2 % roztok agardzy v TAE pufru: K odmérenému mnozstvi pufru
(zmérime rozméry zarizeni na nalévani gelu a vypocteme mnozstvi roztoku agarézy potrebného k pfipravée gelu
o vysce 0,5 cm) priddme spravné mnozstvi praskové agardzy. Agarézu nechame v tlakovém hrnci rozvafrit 10 -
15 min.

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

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

5. Gel pfeneseme do elektroforetické vany.

6. Gel prevrstvime TAE pufrem tak, aby prekryval gel pfiblizné o 3 mm a opatrné vytahneme hrebinek.
Naneseni vzorku do agarézového gelu a provedeni elektroforézy

1. Nanasime vzorky, které smichame s 1/6 celkového objemu nanaseciho pufru a naneseme do jamky. Jamka
musi byt pfedem prevrstvena TAE pufrem!

A) 10 pl nestépené plazmidové DNA (vektor), c = 500ng / ul, kazdy svij vzorek

B) 10 pl $stépené plazmidové DNA (vektor), c = 250ng / pl, kazdy svij vzorek

C) 10 pl stépené rekombinantni plazmidové DNA, ¢ = 250ng / ul, 1 vzorek na pracovni skupinu

D) 5 ul PCR amplikonu, 1 vzorek na pracovni skupinu

E) 5 pl negativni kontroly, 1 vzorek na pracovni skupinu

2. Naneseme marker 2-log (5 pl).

3. Nastavime hodnoty napéti a nechame probihat elektroforézu tak dlouho, dokud barvivo neurazi vzdalenost
alespori 3/4 délky gelu.

4. Po ukonceni elektroforézy preneseme gel do barvici 1azné (TAE pufr obsahujici 1 pug etidiumbromidu/ml) a
barvime 20 min. ! Etidiumbromid je mutagen. P¥i praci s nim dodrZzujeme zasady bezpecnosti !

5. Gel oplachneme vodou a fotografujeme pod UV svétlem 302 nm.

6. DNA ma pod UV svétlem barvu .......ccceeeveeececennn I PFi praci s UV zafenim pouzivat ochranny stit !
Objem gelu = Pouzité napéti U =
Zavér:

Do odevzdavarny: Elektroforetogramy s popsanymi drahami (jednotlivé vzorky), markerem a prouzky
(konformace plazmidové DNA a PCR amplikony). Popisky umistit mimo obrazek gelu po jeho stranach. Pouzit
vyfez, na kterém jsou odpovidajici drahy i marker.
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5. Ultracentrifugace

Ultracentrifugace je separacni metoda pouzivand k identifikaci, izolaci, purifikaci a charakterizaci
biomakromolekul, bunéénych organel, vir( apod. Ultracentrifugaci se rozumi odstfedovani pti vysokych
otackach, tj. pfi 20 000 - 100 000 ot/min. Nutné je pfesné vyvaieni protilehlych centrifugacnich zkumavek
(radové v jednotkdach mg). Z hlediska ucelu lze centrifugaci rozdélit na: a) preparativni, kdy cilem je izolace
nebo purifikace biomakromolekul. b) analyticka, kdy cilem je identifikace pfipadné charakterizace dané ¢astice
(napf. stanoveni jeji velikosti (mol. hmotnosti), sedimentacniho koeficientu, vznasivé hustoty apod.). Pokud
maji byt navzdjem oddéleny castice lisici se navzajem svou velikosti (molekuldrni hmotnosti), probiha
centrifugace vétSinou v tzv. sacharézovych gradientech. Nejcastéji se pouzivaji linearni gradienty 5 - 20%
sachardzy. Vzrlstajici hustota roztoku a tim i jeho viskozita eliminuji odstfedivé zrychleni plsobici na c¢astice,
jehoz hodnota se smérem od osy otaceni zvySuje. Gradient tak zajistuje konstantni rychlost sedimentace éastic,
podmiriuje jejich stabilitu a snizZuje difuzi usazenych ¢astic do okoli. V pfipadé, Ze maji byt vzajemné oddéleny
Castice na zakladé své odlisné specifické hustoty, pouZiva se gradientd chloridu cesného. Roztoky CsCl se
vyznacuji vysokou hustotou a pfi centrifugaci samovolné vytvareji koncentracni a tim i hustotni gradient.
Biomakromolekuly, které se na pocatku centrifugace promichaji s roztokem CsCl, se pti centrifugaci usadi ve
vrstvé roztoku (gradientu), odpovidajici jejich vznasivé hustoté.

Pfepocet rpm na RCF:

RCF=1,119x10°xn?xr

n = pocet otacek za minutu (rpm)

r = polomér rotoru (vzdalenost od stfedu otaceni)

Pripravte roztoky (50 ml) sachardzy ve vodé o koncentraci napft. 5, 15, 25, 35 a 45 % (w/v).
Koncentraci takto pfipravenych roztokd zkontrolujte refraktometricky (w/w, tzv. stupnice Brix).
Roztoky obarvéte (odliSné) napf. safraninem nebo krystalovou violeti.

Do tabulky vyplnit hodnoty koncentraci a indexu lomu, zjisténych refraktometricky.

HwnNPRE

vzorek €. | koncentrace % (w/v) | koncentrace % (w/w) | index lomu np?® | hustota p,s (pfi 25°C)

1
2
3
4
5

Vypoditat hustotu podle vztahu: pas = 10,8601 x np? - 13,4974 [g/cm?]

Uspésné byl proveden postup vrstveni gradienta:
a) prevrstvovanim b) podvrstvovanim c) mezivrstvenim d) kombinace ........cccccevvvveeeeivcieeee e,
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6. Klonovani - ligace a transformace

Klonovani Useku DNA se provadi jeho ligaci do vektoru a naslednym prfenosem do recipientnich bunék. Pro
tento ucéel musi byt plazmidovy vektor linearizovdn, a to v misté polylinkeru v genu pro beta-galaktosidazu.
Zaclenéni inzertu pomoci T4 ligdzy vede k inaktivaci tohoto genu, ¢ehoZz se vyuZiva pfi selekci Uspésné
pfipravenych transformantl modro-bilym testem. Plazmidové vektory musi splfiovat nasledujici podminky:

1. Autonomnireplikace v bakterialni burice a tvorba vice kopii
Vhodné spektrum restrikénich mist
Pritomnost jednoho nebo vice markerU pro selekci hostitelské burnky (napf. rezistence na antibiotikum)
Velikost by méla byt co nejmensi (zvySeni ucinnosti transformace)

vk whn

Plazmid nesmi byt konjugativni

Jako recipientnich kmena pro klonovani cizorodé DNA se nejcastéji vyuziva kmen E. coli, u kterych byl navozen
stav kompetence, coZ spociva v pomnozeni bunék v tekutém Zivném mediu (napf. LB bujonu) do exponencialni
faze rlstu, pfevedeni bunék do roztoku CaCl,, v némz se buriky ponechaji nékolik hodin, béhem nichz dojde k
jejich vyhladovéni a ur¢itym zméndm v bunééné sténé, umoznujicim pfijmout externi DNA. Takto pfipravené
bunky se prevedou do roztoku CaCl; s pridavkem glycerolu, v némz je mozné buriky zamrazit na -70 °C.

Vzorky a jejich mnozstvi:

vzorek A: 50 ng neStépeného vektoru Kazdy svUj vzorek

vzorek B: 50 ng rekombinantniho vektoru Kazdy jeden vzorek

vzorek C: 50 pl vody (negativni kontrola) 2x / sem. skupina
Transformace

. Stanovit titr kompetentnich bunék na plotnach s MPA bez antibiotika pro fedéni 10, 10 a 107 (triplikaty).
. Do mikrozkumavky pipetovat 200 ul kompetentnich bunék.

. Zkumavku umistit do ledové lazné.

. Ke kompetentnim burkam pridat cely objem liga¢ni smési/ kontroly.

. Mix lehce promichat a ponechat v ledové Iazni 30 minut.

. Buriky podrobit tepelnému Soku 42°C / 1 min.

. Zkumavku prenést do ledové 1azné a ptidat 1 ml LB bujonu.

. Inkubovat 37°C/ 45 min v tfepacim termobloku” (" v pfipadé vyuziti amp rezistence zkratit na 15 min).

. Bunky zcentrifugovat 1 min / 12 000 rpm.

10. Supernatant odlit a ponechat zbytek média — cca 100 pl.

11. Suspenzi vysit pomoci bakteriol. hokejky na agarové plotny (LB agar, 50-100 pg ampicilinu /ml, X-gal a IPTG).
12. Plotny se inkubuji 24-48 hod pfi 37°C.

O 00 NO U B WN -

Hodnoceni (titr bunék = pocet kolonii na misce x obrdcend hodnota rFedéni x ndsobek do 1 ml):
1. stanoveni titru kompetentnich bunék:

primérny pocet kolonii na misce: 1. .............. redéni.......... ;2. e fedeéni: . ;3 redéni: .........
titr = CPM/ml
2. stanoveni titru transformant(:
kolonii na misce vzorek A = vzorek B = vzorek C =
titr (CPT/ml) vzorek A = vzorek B = vzorek C =
3. transformacniindexy (Ti = CPT: CPM =N, d x 10™®):
TiA=
Ti3=

Zhodnoceni negativni kontroly (vzorek C):
Zavér:



