Zakladni zasady prace v laboratofi

laboratof €. 15 (mensi) - izolace DNA, elektroforéza a fotografovani gelu
laboratof €. 16 (pre-PCR) — prace s jiz izolovanou DNA

laborator €. 14 (post-PCR) - prace s PCR produkty a ke klonovani

v zadném pfipadé nepfenasime pipety ani dalSi vybaveni mezi laboratofemi

v laboratofi nejime

pfi pipetovani pracujeme pouze se sterilnimi autoklavovanymi SpiCkami a
zkumavkami (v krabi¢kach a kadinkach oznacenych paskou s &ernymi pruhy),
kontaminovany material odhazujeme do ur€enych nadob

pro PCR pouzivame vyhradné sterilni vodu (autoklavovana Milli-Q voda
zamrazena v ledniCce), pro pfipravu roztokll a gell vodu z pfistroje Milli-Q
Synthesis

pro omyvani laboratorniho nadobi pouzivame destilovanou vodu ze zasobniho
tanku

s barviCkou na elektroforézu a s veSkerymi vécmi, které s ni pfichazeji do styku
(elektroforetické vany, hiebinky, pipeta na nanaseni vzorkda...) pracujeme zasadné
v rukavicich, kontaminovanymi rukavicemi se nedotykame niCeho jiného, gely
vyhazujeme do zvlastni nadoby

dbame zvysSené opatrnosti pfi praci s elektrickym proudem (elektroforéza apod.)
s tékavymi chemikaliemi (chloroform, isoamylalkohol, isopropanol, kyselina
octova) pracujeme zasadné v digestofi se zapnutym odtahem

s DNA a vétSinou dalSich biochemikalii (enzymy, primery...) pracujeme na ledu,
zvlast citlivé jsou proteiny (polymeraza, restrikCni enzymy ad.) a nékteré pufry

vice o DNA laboratofi, metodach a protokolech: http://botany.natur.cuni.cz/dna/



http://botany.natur.cuni.cz/dna/

Izolace DNA
CTAB, sorbitolova extrakce

komercni kolonkové kity - DNeasy Plant Mini Kitu, DNeasy Blood & Tissue Kit
(QIAGEN)

Instagene

- PCR stripy zcentrifugujeme — 4500 otacek (rpm) / 3 min
- odebreme médium, nechame jen peletku bunék na dné
- pfidame 30 ul Instagene Matrix

- stripy proklepneme, stoCime

- do cykleru — cyklus:

1. 95°C -1 min
2. 56°C — 30 min
3. 99°C —8 min
4. 10°C hold

Méreni koncentrace DNA a fedéni DNA na koncentraci potfebnou pro PCR

Nanodrop
Qubit

Kontrola kvality DNA na agarosovém gelu



DNeasy Blood a Tissue Kit - izolace DNA pomoci komer¢niho kolonkového kitu

— Zkontrolujeme, Ze je do pufra AW1, AW2 pfidan alkohol.

— Zapneme termoblok na 56°C.

— K peletce pfidame kuli¢ky, 20 ul proteinazy K a 200 ul AL pufru. Nechame drtit

1-3 min na mlynku. Dame si pozor na vyvazeni ramen mlynku.
— Inkubujeme 10 min v termobloku na 56°C.

— PFidame 200 ul 96% etanolu, kratce zvortexujeme.

— Prepipetujeme na 2 ml fialovou zkumavku s kolonkou a centrifugujeme 1 min

na 8000 rpm. Proteklou kapalinu vylejeme.

— Na kolonky napipetujem 500 ul pufru AW1, centrifugujeme 1 min na 8 000 rpm

a proteklou kapalinu vylejeme.

— Na kolonky napipetujem 500 ul pufru AW2, centrifugujeme 3 min na 14 000 rpm

a proteklou kapalinu vylejeme.

— PFfendame kolonku (nesmi se dotknout proteklého pufru, jinak opét

centrifugujeme) do Cisté 1,5 ml eppendorfky.

— Nafiltr v kolonce nakapeme 100 ul vody a inkubujeme 10 min na termobloku pfi

60°C na 300 mix. Pokud mame mensi vytézky, tak eluujeme do mensiho

mnozstvi vody.



PCR (Polymerase Chain Reaction) - amplifikace ¢asti DNA

zakladni podminky: (1) v PCR zkumavce shromazdit nezbytné enzymy a dalSi

chemikalie, (2) cyklické stfidani teploty této smési

1

2.

. PCR mix

templatova DNA

DNA polymeraza — enzym, ktery buduje novy fetézec DNA podle vzoru templatu
PCR buffer — udrzuje stabilni pH a obsahuje nékteré chemikalie, které jsou nezbytné
pro spravné fungovani DNA polymerazy

MgCI2 — €asto jiz obsazen v PCR bufferu

dNTP — smés deoxyribonukleotidi (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), zakladnich
stavebnich kamenu DNA, ze kterych DNA polymeraza buduje novy fetézec
primer(y) — oligonukleotid(y), zpravidla o délce 10-25 bazi, ktery se paruje s
komplementarni sekvenci v templatové DNA a na n&j navazuje DNA polymeraza pfi

budovani nového retézce

PCR teplotni program

Zakladnim principem PCR je rychlé stfidani tfi zakladnich teplot -> termocykler.

denaturace (okolo 95 °C, cca 1 min) — dvousroubovice DNA se rozpléta na dva
fetézce

annealing (35-60 °C, cca 45 s) — primery se vice Ci méné specificky paruji s
komplementarni oblasti na templatové DNA, nasedaji na DNA

elongace (vétSinou 72 °C) — optimalni teplota pro ¢innost DNA polymerazy, dochazi

k budovani nového fetézce DNA, na tvorbu 1 000 bazi je potfeba 1 min

Stfidanim téchto tfi teplot dochazi k exponencialnimu mnozZeni konkrétniho useku

DNA ohrani¢eného pravé dvojici primerl. Pocet cykll u bézné PCR se pohybuje od
25 do 40. Vysledkem PCR je pak 225-240 kopii pfisluSného useku DNA z kazdé
molekuly templatové DNA. Takové mnozstvi jiz Ize vidét (na DNA se selektivné vaze

na barvicku napf. ethidiumbromid, Midori, GelRed - komplex DNA-ethidiumbromid

v UV svétle oranzové fluoreskuje) a dal s nim pracovat.



Optimalizace PCR

Pokud neni produkt PCR reakce jasné zfetelny (pfipadné Zadny nebo je naopak vice
produktd odlisné délky), reakce pravdépodobné neprobéhla optimalné, ale pfesto se
muazeme pokusit néjakym zpusobem zménit reakéni podminky tak, aby PCR probéhla

uspésné. Je nékolik moznosti:

— zména koncentrace DNA — sniZzenim koncentrace DNA snizime i koncentraci
pripadnych inhibitord PCR, které jsou pfitomny ve vzorku, PCR muze uspésné
probéhnout i s mnozstvim DNA mensim nez 1 ng DNA. Nékdy naopak pomuze
zvysit koncentraci DNA az na 50 ng.

— zména teploty annealingu — snizenim umoznime lepSi vazbu primerld na
templatovou DNA, pfiliSné snizeni vSak muze vést k tvorbé nespecifickych
produktl. Idealni je provést gradientovy pokus a porovnat vysledné produkty.

— modifikace cyklu — prodlouzeni (zkraceni) doby elongace, zvySeni poctu cyklu,
pouziti tzv. touchdown protokolu (teplota annealingu je v kazdém kroku
snizovana), uprava tzv. ramping time (rychlost zmén teplot) apod.

— zvySeni koncentrace MgCI2 — hofcik stabilizuje komplex DNA-polymeraza,
zvyseni koncentrace na 2.5 — 6.0 mM (standardni koncentrace je 1.5-2.0 mM)
mulze pfinést Uspéch, priliS velka koncentrace ale také vede k tvorbé
nespecifickych produktd. Mg2+ se ekvimolarné vaze na dNTP, zména koncentrace
dNTP tedy pfimo ovlivni i koncentraci volnych Mg2+ iontl dostupnych pro Taq
polymerazu.

— pridani aditiv — nékteré latky (DMSO, betaine, BSA, NH4S04) mohou zvySovat

stabilitu polymerazy, specificnost vazby primeru...



PCR

Master mix na 1 vzorek:

ddHz20.............. 14,2 ul
MyTaq pufr............ 2ul
primer 1.............. 0,3 ul
primer 2.............. 0,3 ul

polym. MyTaaq...... 0,2 ul

tj. vzorek pfipravime 17 ul MM + DNA 3 ul

cyklus:

1.95°C — 1 min
2.95°C-15s
3.56°C-30s
4.72°C-30s

5.72°C -7 min

- 35x

(hold 10°C)



Horizontalni agarosova elektroforéza — kontrola PCR produktu

— pracujeme Vv rukavicich

— do erlenky na pfedvazkach navazime pfislusné mnozstvi agarosy | (podle velikosti
gelu, viz tabulka)

— pfidame pfislusné mnozstvi 1xTAE nebo 1xTBE bufferu (odméfime oznacenym
odmérnym valcem), lehce krouZzenim promichame

— vlozime na 1-2 min. do mikrovinky, v uvareném gelu nesmi byt krystalky

— mezitim si pfipravime pfislusné velkou komurku na naliti gelu, vlozime ji do
nalévaciho zafizeni (komlrka s gumovym tésnénim) nebo ukonime kovovymi
plisky (komurka s bo¢nimi drzatky), pfipadné olepime paskou

— do zafezu umistime hiebinky s pfislusSnym pocétem zubu (tloustka: bilé 1 mm,
Cervené 1.5 mm)

— uvareny gel ochladime krouzenim erlenkou pod tekouci vodou (drzime gumovou
chhapkou, abychom se nespalili)

— pfidame pfislusny poCet kapek barvicky z kapatka

— gel pomalu nalévame do komurky s instalovanymi hiebinky, tuhne cca 30 minut

— po ztuhnuti gelu opatrné vyjmeme hfebinky, pfipadné odstranime pasku, komarku
vloZime do elektroforetické vany a zalijeme pfislusnym bufferem (1xTAE nebo
1xTBE) tak, aby cely gel byl t&ésné pod hladinou a vSechny jamky byly zality

— do prvni jamky pipetujeme cca 1 ul markeru (Zzebficku , po PCR -O'GeneRuler™

100 bp DNA Ladder Plus), do dalSich jamek pak 1-2 ul DNA po PCR

— zapojime a zapneme zdroj

g Agarosy
% gel mala kratka | mald dlouha strednd stiedni velka
(mensi)
0.8 0.24 0.32 0.5 0.8 1.6
1.0 0.30 0.4 0.6 1.0 12.0
1.8 0.54 0.72 1.1 1.8 3.6
mli pufiu 30 40 60 100 200
kapek EtBr 1 1 1 2 4
napéti (¥) 100 100 120 120 150




Precisténi PCR produktu

Srazeni octanem
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ZvysSeni objemu SPRI k objemu vzorku
zvétSuje mnozstvi navazani malych DNA

fragmenta.

— Ra&dné promichame roztok se SPRI kulickami, do 96 jamkové desticky
napipetujeme SPRI o vhodném objemu a posléze samotny vzorek.

— Pf. 16 ul vzorku * 0,7x pomér = 11,2 ul SPRI

— Radné promichame pipetovanim, nechame 1 min odstat.

— Desti¢ku umistime na magnety a nechame cca 2 min odstat, nez se vytvofi peletka
s magnetickymi kulickami, které na sobé vazou pozadovanou DNA.

— Odstranime CcCiry supernatant, opatrné, abychom neporusili peletku. Stale na
magnetu.

— Do kazdé jamky pfidame 180ul 85% etanolu a inkubujeme 30 s. Stale na magnetu.

— Odpipetujeme etanol a nechame jamku uschnout, max 5 min (peletka se nema
nechat presusit).

— Desti¢ku sundame z magnetl a rozpustime peletku v cca 15 ul ddH20. Nyni se
DNA navazana na kulickach eluuje do vody.

— Opét umistime destiCku na magnety a nechame 1 min, aby se vytvofily peletky.

— Precisténou DNA ve vodnim roztoku (Ciry supernatant) pfeneseme do vhodné

0,5 ml eppendorfky.



Exosap — enzymatické precisténi
Dle navodu: 5 ul PCR produktu

2 ul exosapu
Cyklus dle navodu: 37°C - 15 min

80°C - 15 min

Redéné: 17 ul PCR produktu
8 ul 10x nafedéného exosapu (ij. 1 exo : 9 H20)
Cyklus s naredénym: 37°C - 30 min

80°C - 15 min

ti. na 6 vzorku potiebuji 48 nafedéného exosapu — pfipravim si tedy mix 5,3 ul

Cistého exosapu a 42,7 ul H20



