


Harmonogram vyuky
ctvrtek 13:00 — 16:50 D36/216

07.04.2022 BOZP a teorie k izolaci plazmidové DNA

14.04.2022 1. izolace plazmidové DNA

21.04.2022 01_2 2. stanoveni Cistoty a koncentrace pDNA, RE Stépeni, PCR

28.04.2022 (L. Kuntova) 3. horizontalni gelova elektroforéza, priprava sacharozoveho gradientu
05.05.2022 4. klonovani, prenos pDNA pomoci transformace

12.05.2022 5. vyhodnoceni modro-bilého testu a zapocet

1. pfiprava vektoru 2. pfiprava inzertu 3. ligace 4. transformace 5. selekce

- izolace pUC18 - PCR - modro-bily test
- restrikéni $tépeni

?\ééljfgi Vyhodnoceni a vypracovani protokolu




Organizace praktickeho cviceni

Ve studijnich materialech budou pracovni protokoly s postupy a zakladnimi
principy

» do protokolu si studenti zapisuji vysledky a poznamky z vykladu vyucujiciho

- Nelelig=1el-Rprojit si protokoly a teorii pred cvicenim
e pracovni protokoly neodevzdavate, ale pouzijete pro zpracovani souhrnného

protokolu pro zapocet

Zapocet
« aktivni ucCast na experimentech
« absolvovani vSech uloh (1 absence - omluvena!)

« vypracovani souhrnného protokolu v€. spravné zodpovézenych otazek



Bezpecnost prace pri praktickych cvicenich z MB

pracuje se v plasti a v pfezuvkach. Na pracovnich stolech jsou pouze pomucky uréené
kK provadéni zadanych ukolu, bez potravin, napoju apod. (pracujeme s infekénim
materialem!)

pfed a po cviCeni desinfikovat pracovni povrchy!

béhem cviCeni je zakaz koureni, konzumace pozivatin, piti a ruseni hlukem ostatnich
spolupracovniku (vypnout vyzvanéni mobilu).

je tfeba dbat pokynu vyucujiciho, aby nedoSlo ke kontaminaci a poSkozeni pomucek a
zarizeni a znehodnoceni chemikalii.



pfi praci s ziravinami a mutageny pouzivat rukavice

pri praci s UV zarenim pouzivat ochranné bryle/stit s UV filtrem.

pri praci s horlavinami dbat na to, aby nedoslo k pozaru a ublizeni na zdravi. Po
ukoncCeni prace s kahanem zamezit uniku plynu.

pouzity material dusledné tfidit a likvidovat dle pokynu vyucujiciho.

po ukoncéeni pokusu uklidit pracovni stoly a pomucky uloZit do skfini v prostorach
laboratore.

je treba pracovat s ohledem na vlastni bezpecCnost a na prevenci kontaminace
pracovnich pomucek.



Prvni pomoc pfri urazech v laboratori

» Poleptani oka - ihned provést vyplach vodou (od vnitfniho koutku k vnéjsimu) a
zajistit odbornou pomoc.

» Poleptani kuze - odstranit potfisnény odév, poleptana mista ihned omyt dlouhodobé
prudkym proudem vody. Pak mozno neutralizovat:

a. pri poleptani kyselinou cca 5% roztokem uhliCitanu sodného
b. pfi poleptani zasadami 3% roztokem kyseliny citronové nebo octové.
Poleptanou kuzi je tfeba kryt sterilnim obvazem.

» Popaleni - postizené misto je tfeba co nejrychleji ochladit studenou vodou. Na
popalenou plochu se nic neaplikuje. Po ochlazeni se kryje postizena plocha sterilnim
obvazem.



» Otevrené poranéni - zastavit krvaceni a zabranit infekci rany. Drobné rany (porezani
sklem) omyjeme proudem vody a sterilné oSetfime.

» Pri nadychani skodlivych latek - postizeného je nutno pfemistit na Cerstvy vzduch,
uvolnit odév a v pripadé potreby zahajit dychani z plic do plic (jen pokud dostatecné
nedycha). Muze byt tfeba omyti oCi, ust a nosu. | po uspésSném oSetreni je nutno
zavolat Iékarskou pomoc.

» Poziti Skodlivych latek - \/ tomto pripadé je nutno vypit cca 0,5 | vody a vyvolat
zvraceni. Zvraceni se vyvolava do 4 hodin, pokud nebyla pozita ziravina, rozpousted|o
Ci peniva latka, a postizeny je pri vedomi. Pri poziti ziraviny vyplachneme usta a dame
postizenému malé mnozstvi vody. Je nutno zajistit Iekarské osetreni.




Prace v laboratori

Jednorazové plastové pomucky (Spi¢ky) likvidovat do plastovych nadob (nebo PVC
sacku), sklenéné pomucky (kadinky a zkumavky) odlozit do dekontaminaéniho
roztoku v kbeliku.

Pfi praci s nastavitelnymi automatickymi pipetami je treba dbat toho, aby byly
nastaveny v rozmezi povolenych hodnot objemu. Ke kazdé pipeté pouzit vhodnou
plastovou SpicCku.

Nékteré roztoky pouzivané pro izolace nukleovych kyselin je tfeba pripravit cerstvé
(napf. 70 % ethanol) a nékteré je tfreba uchovavat pfi 4 C a tésné pred a béhem
pouziti je chladit, nejcastéji na ledu.



Je tfeba zkontrolovat koncentraci zasobnich roztokli a spocitat jejich spotirebu
v pracovnich postupech.

Zasobni roztoky enzymu se uchovavaji pri —20 °C a pri pouziti je treba je mit
ulozené na ledu nebo v chladicim stojanku.

Zmrazené zasobni roztoky enzymu (lysozym, RNaza) se musi nejprve rozpustit v
celém objemu a pak teprve provést nabér vzdy novou sterilni Spickou.

Pfi pfipravé pracovnich roztokd nemisit navzajem koncentraty, ale postupné pridavat
do vodného roztoku a nakonec doplnit vodou do vysledného objemu.



Pomucky nezbytné na laboratornim stole

 Nadobka se sterilnimi mikrozkumavkami a spickami

« Nadobka/sacek k odlozeni pouzitého plastového materialu

« Nadobka k odlozeni nespalitelnych pouzitych pomucek (sklo, kovové uzavéry apod.)
« Tekave tekutiny v digestori

« Zmrazené enzymy a (ATB) po rozmrazeni a pouziti ukladat k ledu Ci do chladiciho
boxu

* Rukavice pouzit jen v pripadé ohrozeni kontaminaci a poleptani rukou



Fyzikalni veliCiny, prevody jednotek a vypocty

molarni roztoky - prevody 1M na 1mM
 objemy 1mlna1 yl m=c¢c V Mr

Kolik ¢ NaCl (Mr = 58,0) pouzijete na pripravu 50 ml 2 M
roztoku NaCl?
m =2M x 0,05 L x 58
m=538¢g
Navazku 5,8 g NaCl rozpustit ve vodé a doplnit vodou na
vvsledny objem 50 ml




 objemy 1 mlna1 pl

koncentrace (% ni w/v ) roztoky

koncentrace (% ni v/v) roztoky

. smé&Sovaci pravidlo (zasobni) V, ¢, =V, c¢,(vysledny)

Kolik ml 5% roztoku NaCl pouzijete pro pripravu 100 ml
2 % roztoku NaCl?
V, 5=100 2
V,=40 ml ....doplnit do 100 ml



_____\ Sample to
iy be counted

1mi

Dilution =—
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Plate 1-ml samples
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[]
Too many colonies colonies colonies colonies colonies
to count
159 x 10° = 1.59 x 10°
Plate Dilution Cells (colony-
count factor forming units) per

milliliter of original
sample

* fedéni roztokld/suspenzi

(1 0-1 , 1 0-2; 1 0-3 ....... 1 0-6)
* hodnoceni kultivace:
titry bunék =

CFU (colony forming unit)/ml






DNA v bakterialni bunce

Nucleoid
chromosomal DNA

Circular, double-stranded
piece of DNA, not surrounded
by a nuclear membrane.

Plasmid
independent DNA molecule

_ Small circular, independent

_ double-stranded DNA molecule.

Plasmids can frequently be
transmitted from one
bacterium to another.

» DNA tvori genom bunék typu
prokaryotického,
eukaryotického a nékterych
VirQ.

» [zolace zavisi na vychozim
materidlu (bakteridini burky,
rostlinné b., atd.)

» Celogenomova DNA/
plazmidovda DNA (vektory pro
klonovani)



Izolace plazmidové DNA

1. LYZE BUNEK B tETA AN/ s ODSTRANENI RNA
- detergenty (dodecylsulfat sodny) - enzymaticky (Rnézy)l
- enzymy (lysozym) o

- mechanicky 4. SRAZENI DNA

- kombinace vice metod S

- z vodného roztoku (etanol nebo
izopropanol)

5. ROZPUSTENI DNA

- v pufru (ten musi obsahovat
EDTA, které vaze kationty).

- DNA se snadno mechanicky

poskodi — JEMNE PIPETOVANI!

2. DEPROTEINACE

- enzymové metody (proteinaza 65
C, pronaza 37 C)

- fenol a chloroform

- ultracentrifugace v gradientu CsCl

- odstranéni kontaminaci (zbytku

bunék, bilkovin, RNA).



1. Lyze bunek

1,5 ml kultury inkubace
Roztok A (TEGLU): E. coliv LB s AMP 37°C / 5§ min
U 12000 rpm —
4°C L
25mM Tris-HCI (pH 8,0) 5 min
S L

- odlit supernatant - op
- pelet resuspendovat |« j -mi
v roztoku A ;.:': pc

+ RNaza (10 pg/ml)
lysozym (500 pg/ml)

10mM EDTA - je inhibitor nukledz a vychytava
(vaze) dvojmocné ionty Mg2+, které pUsobi
jako kofaktory nukledz

50mM glukéza enzymatické osetreni




A.
@ nac
0 nam

J amino acid

Lysozym

stépeni

B-1,4 glykosidickeé vazby
CH,0OH CH,0OH
H [ H

& H\ - OH H
H H
NH—'C—CH3 H NH—(lll—CHi H NH—(Iil—CHq
e B 2 /
CH3;CHCOO™ CH;CHCOO™
NAG NAM NAG NAM

N-acetylmuramova kyselina (NAM), N-acetylglukosamin (NAG)



2. Lyze bunek a
denaturace

Roztok B (lyzacni):

inkubace inkubace
37°C [ 5 min na ledu/ 5 min
0,2M NaOH (zvySuje pH smési na 12- 12,5, nevratna —
denaturace LdsDNA, plazmidova CdsDNA denaturuje + 200l o
casteCné a reverzibilné. ) — roztoku B
— >
- opatrné promichat

1% SDS (iontovy detergent) dokoncuje lyzi vat |, .« | - mzikova centrifugace
degradaci membran a Géastni se odstranéni proteind i Ppokudje to nezbytne
(solubilizace membranovych proteinl, rozruseni Jml)
protein-proteinovych vazeb) - neni vhodné pro izolaci
velkych plazmidua !




3. Renaturace

inkubace inkubace
37°C /5 min na ledu/ 5 min
Roztok C (renaturace): — —
L + 200pl
roztoku B
- — —_— P
5M octan draselny, pH = 5,2 - opatrné promichat

neutralizuje hydroxid, denaturovana pDNA vat setef - miik%\f_ﬁ *fE“trifggﬂc,e
renaturuje, fragmentovany bakterialni chromozom ‘i Pokudjeto nezbytne
tvori komplex s proteiny a vysrazi se. Jrml)




U 12000 rpm
4°C

4. Odstranéni proteinu S e ey

pridat
fenol-chloroform (1:1)

min. 2 min promichavat
otacenim zkumavky
_—

U 12000 rpm
4°C
5 min

Fenol:chloroform (1:1)

C B

denaturace a odstranéni proteinu.

chloroform zvysuje hustotu smesi a usnadnuje tak
tvorbu fazového rozhrani.

Aquews layer
(DNA + RINA) |

Irterface
[coagulated
prodains)

™ Phenal

Separate layers
by centrifugation




5. Odstranéni lipidu o
fenolu

Sevageova smés

promichat
otacenim zkumavky

>

prenést vodnou fazi
do nove zkumavky

C_ 143

chloroform-izoamylalkohol 24:1 * chloroform 1:1 () 72000 rpm
odstranuje lipidy a fenol. 4%c
9 min




6. Precipitace a
purifikace DNA

3M octan sodny

sedne kationty neutralizuji zaporny naboj DNA =>
ztrata hydrofilni povahy,=> srazeni DNA

96% etanol

DNA je v > 70% etanolu nerozpustna, udrzuje
vysrazenou DNA.

70 - 75% etanol

ve zbytkove vode se rozpusti zbytky soli

prenest vodnou fazi
do nové zkumavky

+ 1/10 objemu o
3M octanu sodneho j
a opatrné promichat Go

—— U 12000 rpm
+ 2 objemy 4°C
ledoveho 96% EtOH :
0 0 © 15 min
_ e —_—
inl_(ubace $ © odstranit EtOH
20min / -20°C -] + 1ml 75% EtOH
o nenarusit pelet!




/. Rozpusteni DNA

y po 30s dukladné — 5

odstranit EtOH —
ULE s nechat odparit
zbytky EtOH -
.I L ——
Tris-EDTA pridat 40 pl TE pufru

10 mM Tris-HCI (hydroxy-metyl-aminometan)
1mM EDTA (Disodium ethylene diamine tetraacetate) skladovat pfi 4°C / 24h




1,5 ml kultury inkubace
E. coliv LB s AMP 37°C / S min
— U 12000 rpm —
4°C + 200ul
5 min roztoku B
E _ — _
sl - odlit supernatant - opatrné promichat
v | -peletresuspendovat - mzikova centrifugace
®e v roztoku A pokud je to nezbytné

- + RNaza (10 pg/ml)

+ lysozym (500 pg/ml)

inkubace
na ledu/ 5 min

inkubace
na ledu/ 5 min

pridat
fenol-chloroform (1:1)

=

+ 150l
vychl. roztoku C of
o T *» o

%
5

- opatrné promichat

- mzikova centrifugace
pokud je to nezbytné

7,
¥o

U 12000 rpm
4°C
S min
_—
prenést supernatant
do noveé zkumavky

lﬂ - 4:‘33

i i . . o .© .
min. 2 min promichavat - promichat
otacenim zkumavky prenést vodnou fazi " | otaéenim zkumavky prenést vodnou fazi
I —— do nove zkumavky _ —— do nove zkumavky
+ chloroform 1:1 + 1/10 objemu
U 13000 pm U 13000 pm 3M octanu sodného
4°C 4°C a opatrné promichat
5 min 5 min
po 30s dikladné T——
U 12000 rpm = odstranit EtOH —
4°C L nechat odparit .
15 min zbytky EtOH skladovat pii 4°C / 24h
: — : — | pred merenim koncentrace

odstranit EtOH
+ 1ml 75% EtOH
nenarusit pelet!

g

pridat 40 pl TE pufru

|+ 2 objemy

— | ledového 96% EtOH | —*
— . |e®

B inkubace ©

oa" 20min / -20°C ? ]

o

o =
W buniky

{ chromozomova )

DNA ¥ proteiny
)’ RNA © rlazmidy



Vektor (plazmidova DNA)

(+) ori

multiple cloning site (MCS)

lacZ'
Kpn |

pBluescript Il SK (+) B MCS
3.0 kb ~Sac |

Odkaz:

Addgene: Vector
Database - pBlueScript |l

SK (#)

P lac

Hindill
Pael
Sdal
Pstl
Bvel
Hincll
Sall
Xmill
Xbal
BamHI
Cfrol
Eco88I
Smal
Acc65|
Kpnl
Ecl136ll
Eco24l
Sacl
EcoRlI
Xapl


https://www.addgene.org/vector-database/1946/
https://www.addgene.org/vector-database/1946/
https://www.addgene.org/vector-database/1946/
https://www.addgene.org/vector-database/1946/
https://www.addgene.org/vector-database/1946/
https://www.addgene.org/vector-database/1946/
https://www.addgene.org/vector-database/1946/
https://www.addgene.org/vector-database/1946/
https://www.addgene.org/vector-database/1946/
https://www.addgene.org/vector-database/1946/
https://www.addgene.org/vector-database/1946/
https://www.addgene.org/vector-database/1946/
https://www.addgene.org/vector-database/1946/
https://www.addgene.org/vector-database/1946/

