PROVOZ A BEZPE CNOST PRACE PRI PRAKTICKYCH
CVICENICH Z MOLEKULARNI BIOLOGIE

V laboratori se:

1.
2.

3.
. Je tfeba dbat pokynu vyucujicich, aby nedoslo k posSkozeni zafizeni,

pracuje v ochranném odévu, tj. v plasti + prezuvky

Na pracovnich stolech jsou pouze pomucky urcené k provadéni
zadanych ukolu + navody + kalkulacka

Bé&hem cviCeni je zakaz koureni, konzumace potravin a piti napoju

pomucek a znehodnoceni chemikalii

. Pri praci s chemikaliemi typu ziravin, hoflavin a mutagenu

pouzivat rukavice, pfi praci s UV zarenim pouzivat ochranné bryle,
pri praci s horkym roztokem v kadince pouzivat ochranné rukavice

. Udrzovat Cistotu na pracovnich stolech a v prostorach laboratofe,

dasledn é tridit pouzity material

. JAKYKOLI URAZ IHNED NAHLASIT VYUCUJICIMU



ZASADY PRO PRACI V MOLEKULARN E BIOLOGICKE LABORATO RI

1. Je tfeba pracovat s ohledem na vlastni bezpecnost a na prevenci
kontaminace pracovnich pomucek.

2. Pri praci s nastavitelnymi automatickymi pipetami je tfeba dbat toho, aby byly
nastaveny v rozmezi povolenych hodnot objemu (nepretacet nad ani pod
limitni rozsah objemu). Ke kazdé pipeté pouzit vhodnou plastovou SpiCku.

3. U zmrazenych vzorku zasobnich roztoku se musi nejprve rozpustit cely
objem a pak teprve provést nabér sterilni Spickou.

4. Pfi kazdem nabéru enzym( (roztokl) ze zasobniho roztoku je tfeba pouzivat
vzdy nove sterilni Spicky! Spi¢ky po pouziti vyhazujeme do uréenych
odpadnich nadobek.

5. Zasobni roztoky enzymu se uchovavaji pfi =20 T a p fi pouZiti je tfeba je mit
ulozené na ledu. Po nabéru lehce otfit Spi¢ku o vnitfni sténu zkumavky

(takto se zbavi prfebyteéného enzymu zachyceného vné Spicky). Zkumavky s
enzymy a zasobnimi roztoky po odebrani ihned uzavrit.



Prehled uloh resSenych v praktiku

|zolace plazmidové DNA

Stanoveni koncentrace DNA spektrofotometricky
Restrik €ni Stépeni plazmidové DNA

Elektroforéza + restrik €ni mapovani genomové DNA
Transformace E. coli plazmidovou DNA

Priprava sacharozového gradientu a PCR

|zolace genomove DNA

Zapo ctovy test a zapo cet



Kritéria pro zapocet
Absolvovani vsech uloh
Uspéch u malych testi b&hem jednotlivych cviceni

Odevzdané spravné protokoly
- jméno, datum, nazev ulohy, struéné princip, ,postup®, vysledek, zavér

Zapoctovy test



Priklady

Priprava roztoku
Redéni roztoku
Procenta versus molarita

Pocitani nejen roztoku



Jak pfipravite 50 ml 2M roztoku NaCl (MW-58)?

Jak z tohoto 2M roztoku pfipravite 100ml 0,5M?

Kolika procentni (w/v) je 2M roztok NaCl?

UrCete jaké mnozstvi zasobniho roztoku ampicilinu o koncentraci 100

mg/ml, se musi pridat do 100 ml LB bujonu, aby byla jeho vysledna
koncentrace 100 pg /ml.

V mikrozkumavce mate krev s 8 miliony leukocyty/1ml. Kolik ul krve
pouzijete pro reakci, ve které musite pracovat s 1 milionem
leukocyta?



Plazmidy

Extrachromozomalni molekuly dsDNA

Replikace nezavisle na bakterialnim chromozomu

Pro replikaci potfebuji enzymy a proteiny hostitelské bunky

Udrzuji se v bakteriich v uréitém poctu (1 az mnoho)

Pfi bunéZném déleni prfechazi nezavisle do dcefinych bunék

Nesou geny poskytujici bakteriim néjakou selekéni vyhodu (rezistence)

ori — pocatek replikace
INc — pripojeni na membranu

Vyuziti — pfenos dédi¢neé informace — ovlivnéni genoveé exprese
- konstrukce mutantu



1 (+/-)

pcDNA3




|zolace a purifikace NK

Rust bunék — vhodné medium
- event. odbér tkané, rostlinky, ...

- izolace plazmidové DNA - ANTIBIOTIKUM

Lyze bunék - detergenty (dodecylsulfat sodny)
- enzymy (lysozym)
- mechanicky (drti€e, homogenizatory)
- sonikace
- varem
- opakované zamrazeni/zmrazeni
- kombinace vice metod



|zolace a purifikace NK

Odstranéni RNA — RNaza
sy
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|zolace a purifikace NK

Phase separation Isopropanol precipitation

Deproteinace - fenol a chloroform N 1
- enzymy (proteinaza K) -
- chromatografie ™ Aqueous phase
- ultracentrifugace v gradientu CsCl U e s %

.Srazeni DNA* — vychlazené roztoky alkoholu — etanol
- izopropanol

Rozpusténi (pripadné eluce) DNA
- 10 mM Tris, pH=8
- TE pufr, pH=8 (10 mM Tris, 1mM EDTA)



|zolace plazmidovée DNA - postup

Naockovat jednu bakterialni kolonii do LB média s ampicilinem (100 pg/ml).
Inkubovat pfes noc pfi 37<T.

Prenést bakterialni kulturu do mikrocentrifugaéni zkumavky a centrifugovat pfi
5 000 RPM/5 min/4 <.

Odpipetovat supernatant a sediment resuspendovat ve 200 pl pufru P1
s pfidavkem RNAzy ve vysledné koncentraci 100 pg/ml a lysozymu 500 pg/ml.

Pridat 200 pl roztoku P2. Opatrné promichat nékolikerym prevracenim zkumavky.
Inkubovat 5 minut (ne déle) pfi pokojové teploté.

Pfidat 200 pl vychlazeného roztoku P3. Promichat nékolikerym pfevracenim
zkumavky. Zkumavku umistit na led na 10 minut. Centrifugovat pfi 10 000 RPM/10
min/4 <.

Supernatant pfenést do Cisté mikrocentrifugaéni zkumavky, pfidat 1/10 objemu 3M
octanu sodného, promichat a DNA srazet 2 objemy vychlazeného 96% etanolu 10
minut pfi teploté -80 T. Centrifugovat p fi 10 000 RPM/10 min/4 <.

Oplachnout sediment 1ml 70% etanolu, inkubovat 5 minut

Odstranit roztok etanolu, sediment osusit a rozpustit ve 40 ul TE pufru



Slozeni a funkce roztoku

Ampicilin - 100 mg/ml, penicilinové antibiotikum, blokuje syntézu buné¢né stény
Lysozym - 10 mg/ml, enzym - manipulace na ledu, rozklad polysacharidd bunééné stény bakterii

RN&za - 10mg/ml, enzym - manipulace na ledu, degradace RNA

P1 - 50mM glukéza, 25mM Tris-HCI (pH 8,0), 10mM EDTA
- pufr, EDTA je inhibitor nukleaz, vaze dvojmocné ionty Mg2+, které pusobi jako kofaktory nukleaz

P2 - 0,2M NaOH, 1% SDS
- lyzacni, zvySuje pH, denaturace chr. [dsDNA, plazmidova cdsDNA denaturuje ¢aste¢né a reverzibilné

P3 - 5M octan draselny, pH = 5,2

- neutralizuje hydroxid, renaturace DNA, srazeni proteinu
3M octan sodny — zvySuje iontovou silu roztoku, usnadriuje sraZzeni DNA

96% etanol — srazi DNA

70% etanol — odstrariuje soli ze sedimentu DNA (pfechazeji do vodné faze 70% etanolu)



|zolace pomoci chromatografickych kolonek

- komercni kolonky — razné objemy (ml az stovky ml)
- membrana z materialu schopného vazat NK (silica, DEAE, ...)
- vazba ovlivnéna podminkami (pH pufru, konc. soli)

Postup:

Lyze

Srazeni proteind + genomové DNA
Odstranéni srazeniny

Vazba DNA na kolonce

Promyti

Eluce Cisté DNA

o s WNPE




