B7201 - Zaklady genomiky, cviceni 1

DEN 1

VYBRANE METODY VYUZIVANE K STUDIU GENOMU
ARABIDOPSIS THALIANA A K PROVADENI CILENYCH ZMEN,
SYNTEZA A PURIFIKACE OLIGONUKLEOTIDU

Uvod
Dopoledni ¢ast bude veénovana analyze aktivity promotoru pomoci transkripéni fiize a

praktickému osvojeni software pro design sekvence oligonukleotidit OLIGO 6 vcetné navrzeni sekvence
PCR primerd, odpoledni ¢ast zahrne vlastni syntézu, purifikaci a kontrolu kvality PCR primeru.

W , 1
Casovy harmonogram

8:30 PRIPRAVA MATERIALU (Jan Hejatko), laboratot 334
8:45 ANALYZA GENOVE EXPRESE POMOCI TRANSKRIPCNI FUZE
1. Teoreticky uvod
2. Zahajeni barveni
10:30 DESIGN SEKVENCE OLIGONUKLEOTIDU (Hana Kone&na), mistnost 211
12:30 ANALYZA GENOVE EXPRESE POMOCI TRANSKRIPCNI FUZE
3. Kontrola GUS barveni/zahéjeni odbarvovani

12:45 OBED
13:45 ANALYZA GENOVE EXPRESE POMOCI TRANSKRIPCNI FUZE
4. Kontrola GUS barveni/zah4jeni odbarvovani

14:00 SYNTEZA OLIGONUKLEOTIDU (Hana Koneéna), Centralni laboratot 342
17:00 ANALYZA GENOVE EXPRESE POMOCI TRANSKRIPCN{ FUZE
5. Zahéjeni odbarvovani vzorki

17:15 UKONCEN{ PROGRAMU 1. DNE

Priprava materialu

Pro praci v laboratofi se seznamime s organizaci prace, pfistroji a pfipravime material a roztoky.

Prace v laboratofi
e Bezpecnost
e Zdroje vody
e Zakladni chemikalie
e Odmeétovani a pipetovani
e Skladovani

! jednotlivé asy se mohou ménit podle potieby a rychlosti zvladnuti jednotlivych metod
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e Odpady a pouzity material
e Sterilizace

Presvédcte se, ze mate k dispozici ndsledujici chemikalie a materialy:

e ddH,O0 (sterilni, 50ml)
e 70% etanol / 100% etanol
e Spicky/zkumavky (sterilni)

Komponenty PCR reakce. V krabicce oznacené ¢islem vasi skupiny jsou ulozené nasledujici chemikalie:

e Taq DNA polymeraza

e 10x koncentrovany PCR pufr s MgCl,
e dNTP
e primery

Metoda 1A

Analyza aktivity promotoru pomoci transkrip¢ni flize s reportérovym genem uidA (GUS)

1)
2)
3)
4)
5)
6)

7)

8)

9)

Rozpipetujte si piipraveny barvici roztok do barvici desticky (2 ml)

Vlozte ptipravené semenacky (cca 10-15 kusit) pomoci jemné pinzety do barviciho pufru

Proved’te infiltraci v exsikatoru (15 min.)

Vlozte do termostatu (37 °C) .

V cca dvouhodinovych intervalech provadéjte kontrolu barveni pomoci stereomikroskopu.

Barveni zastavte pomoci 80 % etanolu, ve kterém ponechejte semenacky odbarvovat pfi

pokojové teploté do druhého dne.

Druhy den proved’te vyménu 80% etanolu a umistéte semenacky na 4°C, kde je ponechate do

4. dne (Ctvrtek).

4. den provedte projasnéni podle nasledujiciho protokolu:

a) Opatrng odpipetujte 80% etanol a pridejte 1 ml 0,25M HCI / 20% MetOH, 15min, 53 °C.
Roztok odstranit.

b) 1ml 7% NaOH / 60% EtOH, 15 min, rt’. Roztok odstranit.

¢) 1 ml40% EtOH, 10 min, rt.

d) +1 ml HO =20% EtOH, 10 min, rt. Roztok odsat.

e) 1 ml10% EtOH, 10 min, rt.

f) +1 ml 50% glycerolu = 5% EtOH / 25% glycerol, 15-30min, rt (on, 4 °C). Roztok odsat.

g) 1 ml50% glycerol.

Opatrné preneste projasnéné semendcky na sklicka a pfipravyte pro automatickou

mikroskopii.

10) Spusteéni automatického mikroskopu pres noc.
11) 5. Den vyhodnoceni vysledkt barveni.

* hybridizaéni pec
3 1t, pokojova teplota
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Sablona k protokoliim: Analyza aktivity promotoru pomoci transkripéni fiize
Jméno:

Datum:

Uloha:

Cil:

Postup a vysledky:

Zavert:

* Do protokolu zejména uvedte: ndzev analyzovaného promotoru, struény popis principu metody, zda se podatilo
identifikovat mista specifické aktivity daného promotoru (uved’te struény vycet barvenych pletiv) a co lze z tohoto
vysledku uzaviit, pfip. pro co jej dale pouzit.
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Urcéeni optimalni sekvence PCR primeru na zakladé useku DNA z Arabidopsis thaliana pomoci
programu OLIGO 6

Praktické sezndmeni se zédkladnimi pojmy a menu na pocitaci

Aktualni oligo. Typy primert (forward, reverse). Volna energie. Dimer versus duplex. Interni stabilita.
Vlasenky. Uginnost primeru. Terminalni stabilita. Teplota tani Tm. VloZeni sekvence useku DNA
z Arabidopsis thaliana do databaze. Specifikace parametri navrhované dvojice primerQ, vybér optimalni
dvojice pro PCR amplifikaci studovaného tiseku DNA. Finalni vystup v tiSténé podobé priloZte
k protokolu.

Svyntéza PCR primeru na syntetizatoru Expedite 8909

Vlozeni sekvence primeru do databaze. Vytisk Volba parametri syntézy (ON vs. OFF, rozsah
syntézy), volba vhodné kolony, vlastni syntéza. Sledovani ucinnosti jednotlivych krokid syntézy (vytisk
histogramu priloZte k protokolu). Odstépeni produktu z kolonky amoniolyzou. Tepelna deprotekce.
Vakuové suseni v koncentracnim systému Speedvac.

Purifikace primeru: Odsoleni gelovou filtraci na molekulovém situ

Odstranéni nizkomolekularnich necistot se provadi etanolovou precipitaci nebo gelovou filtraci
na kolonce Sephadexu G-25. Pokud je pro nékteré aplikace nutné odstranit kratS$i nedosyntetizované
fetézce (napf. pro antisense hybridizace), pouziva se purifikace na OPC (Oligonucleotide Purification

24

Metoda 1B

Odsoleni na CENTRI-SPIN 10 kolonce (Princeton Separations, Inc.).

VysuSeny vzorek primeru rozpustime v 50 ul deionizované vody. Kratce nechame stat,
protfepeme piip. asi na minutu zahiejeme na 65 °C a nakonec kratce zcentrifugujeme.

Hydratace kolonky CENTRI-SPIN 10

Sklepat suchy gel do spodni ¢asti kolonky, oteviit horni zatku a nanést 650 ul deionizované vody,
zaviit a asi 5 s tfepat na vortexu. Poklepanim se jest¢ zbavit poslednich bublin. Poté nejméné 30 min
nechat pii pokojové teploté probihat hydrataci Sephadexu. Otevfit horni i spodni zatku kolonky a tuto
vlozit do pfipravené mikrozkumavky bez vicka (wash-tube). Centrifugovat 2 min ptfi 750g (odpovida
2700 otackam na centrifuze Eppendorf 5415C). Po skonceni centrifugace je v mikrozkumavce voda, tj.
odpad. Osusime posledni kapky na kolonce. Ta je nyni pfipravena k vlastni aplikaci vzorku, kterd by
m¢éla probéhnout béhem nékolika minut po skonceni hydratace.

Vlastni odsoleni vzorku

Kolonku vlozte do mikrozkumavky s vickem, vicko oznacte Cislem skupiny (sample-tube) a
opatrné do centra gelu po kapkach naneste automatickou pipetou predem 50ul ptipravené¢ho vzorku.
Nasleduje centrifugace 2 min pti 750g (2700 otackach). Po skonceni centrifugace pridejte k odsolenému
primeru v mikrozkumavce 950 pl deionizované vody, protiepte. Ve stojanku je piipravena jedna
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mikrozkumavka oznacena na vicku UV (pro méfeni vytézku) obsahujici ....... ul vody a jedna prazdna
oznacena QC (pro chromatografickou kontrolu kvality). Do UV mikrozkumavky pfidejte ...... ul
odsoleného primeru na meéfeni absorbance a do QC mikrozkumavky napipetujte 50 pl odsoleného
primeru.

Urceni vytézku.

Stanoveni absorbance zfedéného vzorku méfenim pii 260 nm (spektrofotometr HELIOS).
Definice jednotky OD. Vypocet vytézku syntézy v jednotkach OD a pievody do jinych jednotek. Vytisk
protokolu o syntéze s doplnénym vytéZkem surového a odsoleného produktu piiloZte k protokolu ze
cviceni.

Kontrola kvality.

Chromatografie na ionexovém perfuznim sorbentu Poros HQ 10 (Applied Biosystems).
Struéné seznameni s vyhodami perfizni chromatografie na pfistroji BioCAD 700E (Applied Biosystems).
Vybér vhodné kolony a vhodné analytické metody. Manualni nasttik 20 pl surového a odsoleného PCR
primeru. Porovnani chromatogramu. Vytisk obou chromatogrami ve zvoleném modu (Tile, Overlay)
priloZte k protokolu.

Ukoly
Doplnte nasledujici protokol — pouze jeden pro dvojici
PROTOKOL

Cislo skupiny:
Jména:
Datum:

Uloha: SYNTEZA A PURIFIKACE OLIGONUKLEOTIDU

Cil: Sezndmit se se soucasnymi moznostmi pii automatické syntéze oligonukleotidd, s dostupnymi
modifikacemi a aplikacemi. Porozumét zakladnim zasadam pro navrhovani PCR primeru. Pochopit
zakladni princip syntézy oligonukleotidu a umét se zorientovat v jednotkach, ve kterych se vyjadiuje
vytézek. Umét vysvétlit zakladni rozdil v Cistoté produktu po jednotlivych typech purifikaci.

Néavrh sekvence primeru

Prilozte vystup ze software OLIGO 6, primery oznacte ¢islem skupiny, struéné zhodnotte kvalitu
nalezenych primera.

Syntéza

Ptilozte histogram ze syntézy a protokol ze syntézy s doplnénym vytézkem vyjadienym v jednotkach OD,
ug a v jednotce molarni koncentrace.

Odsoleni

Ptilozte vystup z chromatografu obsahujici chromatogramy surového a odsoleného vzorku. Jednou vétou
zhodnot'te, zda je pozorovatelny rozdil a vysvétlete.
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ROZ§1f'LlJiCi literatura dostupna v Centralni laboratofi

Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Inc., 1987.
Aktuélni verze ,,OLIGO®, Primer Analysis Software. User Manual. Version 6, MBI, 2000.

PCR Primer, A Laboratory Manual. Carl W. Dieffenbach, Gabriela S. Dveksler, Cold Spring Harbor
Laboratory Press 1995.

DEN 2

IZOLACE ROSTLINNE DNA, PCR, PRACE S DATABAZEMI
MOLEKULARNE-BIOLOGICKYCH INFORMACI

Uvod

Jednou z metod studia genomu je amplifikace kratkych tsekti DNA pomoci PCR. V laboratofi si
osvojite rychlou metodu izolace DNA zrostlinného materidlu a zalozite n¢kolik PCR reakei.

Amplifikovat budeme isek DNA pro pouziti jako sondu v pozd¢&jsi hybridizaci a oblast inzerce cizi DNA
(transpozonu En-1, dSpm a T-DNA) v genech AHP4, ARR4 a ARR21.

Casovy harmonogram
8:30  Uvod k praktické ¢asti (Jan Hejatko)

8:45 ANALYZA GENOVE EXPRESE POMOCI TRANSKRIPCNI FUZE
6. Vymeéna etanolu, ulozeni vzorki na 4 °C

9:00 IZOLACE DNA (Jan Hejatko)
10:00 DATABAZE (Jan Hejatko)

12:00 OBED

13:00 ZALOZENI PCR (Jan Hejatko)
14:00 DATABAZE-dokon&eni (Jan Hejatko)

Prehled

Uvod k praktické &asti

e Uvod do metodologie praktika

Verze: 1. 12. 2008
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0 obecné zasady prace s DNA a sterilnimi roztoky
0 schéma experimentu
0 navrzeni postupu pro identifikaci inzeréniho mutanta a zjisténi jestli se jedna o homo-
nebo heterozygotni stav, vlastni provedeni
Prakticka éast

1. Izolace DNA
2. ZaloZeni PCR

Metoda 2A

Rychla izolace DNA pro PCR

1. Homogenizovat jeden stfedni list vychlazenou sklenénou tyCinkou v 1,5ml zkumavce
(eppendorfka) ve stojanku.

2. Ptidat 400 pl extrakéniho pufru, vortexovat 5 s a nechat stat pfi laboratorni teplot¢ 60 min.

Centrifugovat pfi 14000 otackach 30 min, 4°C.

4. Pfenést 300 pul supernatantu do nové 1,5ml zkumavky a pfidat 300 pl izopropanolu, 4-6 krat

pteklopit. Nechat stat 10 min pfi laboratorni teploté.

Centrifugovat 20 min, 4°C. Odstranit supernatant, DNA vysraZena izopropanolem bude v peletu.

6. Ptidat 500 pl 70% etanolu. Centrifugovat pti 14000 otdckéach 2 min. Odstranit etanol. Nechat vysusit
(SpeedVac, cca 10-15 min).

7. Pelet rozpustit ve 100 pl sterilni ddH,O. Genomovou DNA uchovéavat na ledu nebo v lednici.

W

e

Extrakéni pufr
Tris/HCI (200mM, pH?7.5)

NaCl (250mM)
EDTA (25mM)
SDS (0.5%)

Metoda 2B

Zalozeni PCR
Do 0.5 ml zkumavek pro PCR napipetovat postupné vodu, pufr, ANTP, templat, primery a Taq
polymerazu podle schématu:

PCR smés: 10x pufr dNTP priml prim2 Taqpol. templ. DNA H,O celk. 50 ul

S5ul 4ul 1ul 1ul 2ul S5ul 32 ul
primery AHP4 spec.: Sim612, Sim 799 — 212 bp
primery ARR21 spec.: 16kon, 16new — 340 bp
primery ARR4 spec.:  ARR4N, ARR4S — 137 bp
primer transpozon 8130, Sim 799 — 250 bp
8130, 16new — 390 bp
d11, ARR4N — 195 bp

Verze: 1. 12. 2008
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Navrhnéte vhodnou kombinaci primert a to tak, aby jste byli pomoci vysledkl PCR reakce schopni
identifikovat iner¢niho mutanta ve vasem genu a zjistit, zda se jedna o jedince homozygotniho nebo
heterozygotniho pro danou inzeréni alelu. Vyuzijte schéma na stran¢ 8:

Kombinace primerti pro jednotlivé typy templatt (viz také schéma na nasledujici strané):

primery templatovd DNA
AHP4:
la s
28 s
3
4a e

ARR4:

2C
3C e
AC e

Na zéklad¢ prilozenych vysledkt analyzy pouzitych primerti pomoci programu Oligo navrhnéte vhodné

podminky PCR pro dané reakce:

Cyklus: 94°C ...... s
45 cykli:
94°C
58°C
72°C ....s
72°C ....min
4°C o
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Ukoly (priklad):

1. Vyhledejte jeden bakterialni a jeden rostlinny gen Glu-6-P izomerazy v databaze Genbank
2. Vyhledejte geny cheY a cheA u E. coli
3. Urcete nejblizsi homolog cheY(E. Coli) u Arabidopsis pomoci algoritmiit BLAST a FASTA.
4. Najdéte tfi riizné regulatory odezvy nebo histidin kinazy u Arabidopsis.
5. Urcete u libovolného genu v tikolu 4 polohu v genomu Arabidopsis (chromosom, polohu

v publikované sekvenci daného chromosomu).

6. Vyberte si jeden gen z tkolu 4 a urcete oblast 1000 bazi v oblasti promotoru genu. Ukoncete sekvenci

na ATG. Analyzujte na ptitomnost vazebnich mist transkripcnich faktorti pomoci hledani v databazi
TRANSFAC.

7. Srovnejte libovolné sekvence z Arabidopsis s homologii vétsi nez 30% a mensi nez 100% pomoci
algoritmu CLUSTALW.

8. Vyhledejte nejméne jednu EST sekvenci Glu-6-P izomerazy (hledani homologie nebo podle
klicového slova).

Verze: 1.12. 2008
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Sablona k protokoltim: Izolace DNA a PCR

Jméno:
Datum:
Uloha:

Cil:

Postup a vysledky:

Zavér:

* Uvedte zejména, zda jste identifikovali inzeréniho mutanta a zda se jedna o homozygota nebo o heterozygota pro
danou inzer¢ni alelu a pro¢.

Verze: 1. 12. 2008
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DEN 3

IDENTIFIKACE PCR PRODUKTU NA GELU, ZNACENI SONDY
PRO HYBRIDIZACIL PRENOS DNA Z GELU NA MEMBRANU

Uvod

Dalsi zptsob identifikace gent je hybridizace se znacenou sondou. Ta je pfipravena z DNA
znamé sekvence a oznacena tak, aby byla detekovatelnd po navazani na homologni pfipadné heterologni
sekvenci DNA, ktera je imobilizovanda na membrané. Ta se pfenese na membranu z gelu spontannim
kapilarnim sanim. Pokud se pienas$i na membranu genomova DNA, mluvime o metodé Southern blotting.

Ve cviceni pripravime agarézovy gel umoznujici elektroforetické rozdéleni PCR produktd podle
velikosti. Z gelu preneseme DNA na nylonovou membranu v alkalickém prostiedi. Pfitomnost specifické
DNA na membrané prokazeme hybridizaci se sondou znacenou alkalickou fostatdzou zprostredkujici
chemiluminiscen¢ni signal.

Casovy harmonogram

8:00 PRIPRAVA AGAROZOVEHO GELU, NAPIPETOVANI VZORKU, ELEKTROFOREZA
9:00 STRUCNY UVOD K IDENTIFIKACI FRAGMENTU HYBRIDIZACI SE ZNACENOU
SONDOU (Alena Kuderova, Markéta Pernisova)
10:00 IDENTIFIKACE PCR PRODUKTU NA AGAROZOVEM GELU (Alena Kuderova, Markéta
Pernisova)
11:00 KAPILARNI TRANSFER (Alena Kuderova, Markéta Pernisové)

12:00 OBED

13:30 ZNACENI SOND A HYBRIDIZACE (Alena Kuderovéa, Markéta Pernisova)

Prehled metod

Elektroforéza DNA v agar6zovém gelu
Detekce na UV transiluminatoru
Kapilarni transfer (Southern blotting)
Precisténi PCR produktu

Urcovani koncentrace DNA

Znaceni sondy

Hybridizace

Nk wh—
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Metoda 3A

Piiprava agar6zového gelu, elektroforéza PCR produktd a jejich detekce.

1. Ve 250 ml lahvi svarit 100 ml 1x TBE pufru a 1,5 g agarézy. Po rozpusténi agarozy ptidat 2 pl
etidium bromidu, ktery bude slouzit k vizualizaci DNA.
2. Pfipravit formu pro gel, vsadit hieben a nalit do formy vrstvu tekuté agarézy 5 - 8 mm. Nechat
ztuhnout.
3. Formu s gelem vlozit do elektroforézové vany, zalit pufrem a vyjmout hieben.
4. Napipetovat délkovy a hmotnostni standard a vzorky:
e délkovy a hmotnostni standard (NEB): 10ul (0,5 ug)
e vzorek: 10 pul PCR (zbytek ponechat pro piipravu sondy) + 1 pl nanaseciho pufru
5. Spustit elektroforézu pii 80 V po dobu 60 min (aby bromfenolovd modr, ktera putuje s nejkratSimi
fragmenty neopustila gel).
6. Pozorovat prouzky DNA v prochazejicim UV svétle a vysledek elektroforézy dokumentovat; bude
pozdé€ji porovnavan se signdly na hybridizaéni membrané. Tento gel bude pouzit pro Southern
blotting.

Délkovy a hmotnostni standard: 100 bp DNA ladder (0,5 pg)

Base Pairs DMA Mass

(mg)

-1.5617 45
- 1,200 35
= 1,000 95
- 900 27
- 800 24
- 700 21
- 50D 18
- 5004517 97
- 400 38
- 300 28
200 25

- 100 48

Metoda 3B

Kapilarni pienos v alkalickém prostiedi

1. Po fotodokumentaci odstranit ¢ast gelu nad starty a pravy horni roh gelu. Dale zmétit vysku a sitku
gelu. Gel umistit do vanicky s destilovanou vodou a kratce oplachnout.
2. Vylit destilovanou vodu, pfidat az 10 objemid pienosového roztoku (1,5M NaCl/0,5M NaOH),
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umistit na kyvaci platformu a michat 30 az 40 min.
3. Bc¢hem této doby sestavit aparaturu pro prenos DNA:

a.
b.

k.

L

Ptes Cistou vanicku polozit sklenénou desku.

Ustiihnout obdélnik filtraéniho papiru Whatman 3MM takovych rozmért, aby po
pfilozeni pies sklenénou desku neptesahl sitku vanicky a zasahoval obéma uzs$imi konci
az na dno vanicky. Toto je prvni vrstva knotu, ktery bude sat roztok.

Ustiihnout 3 obdélniky filtraéniho papiru Whatman 3MM takové velikosti, aby
pfesahovaly vysku i Sitku gelu asi o 1 cm na kazdé strané a dalsi 3 obdélniky velikosti
gelu.

Nastiihat jednotlivé vrstvy buniCiny o rozmérech gelu. M¢lo by jich byt tolik, aby po
zatizeni byla jejich vyska 7-8 cm.

Usttihnout nylonovou membranu Hybond N+ velikosti gelu.

Naplnit vanicku pfenosovym roztokem a ¢ast ponechat v petriho misce.

Smocit nejdelsi filtraéni papir Whatman 3MM a umistit na sklenénou desku. Pomoci
sklenéné pipety nebo ty¢inky se zbavime vSech piipadnych bublin mezi sklem a papirem.
Smocit 3 vétsi filtraéni papiry Whatman 3MM a postupné vrstvit do stiedu aparatury tak,
aby nevznikaly vzduchové bubliny.

Vyjmout gel z prenosového roztoku a ptilozit opatrné vrchni stranou do stfedu vrchniho
filtra¢niho papiru; odstranit vSechny vzduchové bubliny.

Opatrné umistit nylonovou membranu na gel (od stfedu ke krajim). Okamzit¢ vznika
tésny kontakt s gelem. Pfi chybné manipulaci se nesnazit o opétovné umisténi membrany
na gel— v takovém pfipad¢ pouzit novou membranu.

Smocit postupné posledni tii filtrani papiry Whatman 3MM a vrstvit je na membranu.
Odstranit pfipadné vzduchové bubliny.

Nakonec pfilozit vrstvu buniCiny, zatizit suchou petriho miskou, kterou dale zatizime
odmérnou batkou naplnénou asi 200 ml vody. Nadobu zabezpecime uchytkou na stojanu.

4. Zkontrolovat kontakt jednotlivych vrstev a pomoci prouzkl parafilmu umisténych tésné kolem gelu
zamezit nezadoucimu kontaktu vrstev. Tak se veSkery pfenosovy roztok miize do hornich vrstev
dostavat pouze pres gel a nebude ,,obtékat™. V opa¢ném pripadé¢ by se Gfinnost a stejnomérnost
prenosu snizovala.

5. Pfenos nechat probihat 4 hodiny, potom aparaturu rozebrat, membranu oplachnout v roztoku 2 x
SSC a nechat uschnout mezi dvémi filtraénimi papiry. V alkalickém prostiedi se mezi nylonovou
membranou a DNA vytvorily kovalentni vazby, a neni proto nutné DNA imobilizovat dalS$imi

postupy.

Metoda 3C

Izolace PCR produktu z agar6zového gelu pomoci komeréni soupravy Qiagen

PNk WD =

Na novy agar6zovy gel nanést 35ul PCR smési + 3,5ul nanaseciho pufru.

Po elektroforéze z agar6zového gelu vyfiznout dany prouzek, aby bloc¢ek agardzy byl co nejmensi.
Urcit jeho hmotnost.

Pfidat 3x objem pufru QG (tj. 100 mg gelu — 100ul QG).

Zahrat na teplotu 50°C po dobu 10 min nebo dokud se agar6za nerozpusti. Pribézné 2-3x promichat.
Ptidat 1x objem (gelu) izopropanolu, promichat a vSe dat do kolonky.

Centrifugovat pti 14000 otackach 30s, odstranit proteceny roztok.

Do kolonky ptidat 750ul pufru PE a centrifugovat pii 14000 otackach 30s, odstranit proteceny

roztok. Centrifugovat jest¢ jednou bez pufru. Kolonku umistit do ¢isté zkumavky.
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9. Na stfed kolonky napipetovat 30ul sterilni ddH,O, nechat stait 5 min pii laboratorni teploté a
centrifugovat 1 min.

Metoda 3D

Meéieni koncentrace DNA spektrofotometricky

V ¢isté zkumavce nafedit DNA 100x v objemu 200ul.

Do kyvety napipetovat 200ul sterilni ddH,O, vynulovat absorbanci.
Odstranit vodu z kyvety, napipetovat nafedénou DNA a zméfit absorbanci.
Vypocitat koncentraci podle vzorce: ODyg =1,0 => konc. DNA = 50ng/ul.

Sl

Metoda 3E

Piiprava znac¢ené sondy

1. Naredit DNA na koncentraci 10 ng/ul.
Unmistit 10 ul této DNA do zkumavky a denaturovat 5 min ve vrouci vodé.
3. Okamzité umistit DNA na led a 5 min chladit (po schlazeni — asi 2 az 3 min. - rychle sto¢it, aby se
zkondenzovana kapalina dostala na dno)
4. Pridat : 10 ul reakéniho pufru
2 ul znaciciho ¢inidla
10 pl pracovni koncentrace ,,cross-linkeru (¢inidla, které zprostiredkovava kovalentni vazbu
enzymu na DNA).
5. Vse promichat, stocit a inkubovat 30 min/ 37°C.

Sonda se mlize pouzit ihned nebo mize byt skladovana na ledu 2 hodiny.

Metoda 3F

Hybridizace

1. Pfedehfat pozadovany objem hybridizacniho roztoku na pozadovanou teplotu (55°C);
objem pufru: 0,25 ml pufru /cm* membrany.

2. Umistit membranu do hybridiza¢niho valce s pufrem a prehybridizovat nejméné 30 min/55°C.

3. Pftidat znacenou sondu a hybridizovat pfes noc.

Literatura
Sambrook, J., Fritsch, E.F. and Maniatis, T. (1989), Molecular cloning: A laboratory manual. Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York
Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Inc., 1987, 1st Volume, Preparation and
analysis of DNA.

Verze: 1. 12. 2008



B7201 - Zaklady genomiky, cviceni 16

Ukoly
Vypracovani protokolu: pfilozit a popsat zdokumentované vysledky, zdtivodnit pfipadné nejasnosti.

Sablona k protokoltim: Kapilarni pfenos DNA a hybridizace se zna¢enou sondou

Jméno:
Datum:
Uloha:

Cil:

Postup a vysledky

Zavér:
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DEN 4

FRAGMENTACNI ANALYZA

Uvod

Cilem prace je ur€it velikost jednotlivych fragmentd DNA ze tii riznych rostlin Arabidopsis
thaliana ziskanych PCR reakcemi se dvéma pary primert a na zékladé¢ této kvantifikace rozhodnout, zda
se jedna o divoky typ, homozygotni ¢i heterozygotni rostlinu. Studenti provedou PCR reakce
s fluorescencné znaCenymi primery, z jejich produktd pfipravi vzorky pro fragmentacni analyzu na
automatickém genetickém analyzatoru ABI PRISM 310, kvantifikuji fragmenty a interpretuji vysledky
analyzy.

V dalsi ¢asti prace se studenti sezndmi s moznostmi vicebarevného znaceni fragmentl pii studiu
mikrosateliti.

Casovy harmonogram

9:00 PROMYVANI MEMBRAN PO HYBRIDIZACI (Alena Kuderové, Markéta Pernisova)
10:15 FRAGMENTACNI ANALYZA (Eva Pad&rova)

12:00 OBED

13:30  FRAGMENTACNI ANALYZA (Eva Padérova)
DETEKCE HYBRIDIZACE (Alena Kuderova, Markéta Pernisova)
15:00 ANALYZA GENOVE EXPRESE POMOCI TRANSKRIPCNI FUZE (Jan Hejatko)
5. Projasnovani vzorka
6. Priprava preparatt
7. Automaticka mikroskopie

Prehled

Automaticky geneticky analyzator ABI PRISM 310 je zalozen na principu kapilarni elektroforézy
fluorescencné znacenych DNA fragmentl. Ma vyuziti jednak pro sekvenovani DNA, jednak pro
fragmentacni analyzu. Jednotlivé DNA fragmenty jsou elektroforézou v kapilaie rozdéleny a postupné
detekovany laserovym detektorem.

Pii fragmentacni analyze pfipravime fragmenty DNA PCR reakci s jednim nebo n€kolika pary
primerd, kdy jeden primer z kazdého paru je fluorescenéné znaleny. V prubéhu jediného béhu pak
mizeme soucasn¢ analyzovat n¢kolik riznych fragmentii za predpokladu, ze se navzajem lisi svou délkou
nebo jsou oznaCeny riznymi fluorescencnimi barvami. Spolu s kazdym vzorkem bézi interni délkovy
standard, ktery umozni piesnou kvantifikaci jednotlivych fragment. Je mozné vyuzit az pét riznych
fluorescencnich znacek, pfi€emz pata je pak vyhrazena pro délkovy standard.
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Metoda 4A

Piiprava fluorescenéné znacenych DNA fragmentu

Pro tuto Glohu vyuzivame genomovou DNA z rostlin Arabidopsis thaliana izolovanou v pfedchozich

dnech.
Pro kazdou z nich pfipravime dvé PCR reakce .
Objemy pipetujeme do PCR zkumavek podle nasledujiciho postupu:

5 ul ANTP mix

5 ul PCR buffer

2 ul Taq polymerasa
37 ul ddH,0

1 ul DNA

2,0 ul kazdy z primert

Ptiklad dvojice primerii pro mutant AHP4
1. PCR zkumavka: Mutant AHP4
2. PCR zkumavka: Mutant AHP4
3. PCR zkumavka: WT
4. PCR zkumavka: WT

Ptiklad dvojice primerii pro mutant ARR21
1. PCR zkumavka: Mutant ARR21
2. PCR zkumavka: Mutant ARR21
3. PCR zkumavka: WT
4. PCR zkumavka: WT

Ptiklad dvojice primerti pro mutant ARR4
1. PCR zkumavka: Mutant ARR4
2. PCR zkumavka: Mutant ARR4
3. PCR zkumavka: WT
4. PCR zkumavka WT

Obsah protfepeme na Vortexu a sto¢ime na centrifuze.

PCR cykler nastavime takto:

HOLD CYCLE HOLD HOLD
2 min 20sec  30sec 60 sec 8 min hold
94 C 94 C 57C 70 C 72 C 4C

Verze: 1. 12. 2008

*Sim 799; Sim-612
*Sim 799; 8130
*Sim 799; Sim-612
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*16new; 1830
*16new; 16kon
*16new; 8130

*ARR4N ARR4S2
*ARR4N d11
*ARR4N ARR4S2
*ARR4N dl11
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Priprava vzorkt pro geneticky analyzator

1. Do vialky ur¢ené pro analyzator pipetujeme pro kazdého testovaného jedince:

0,5 ul PCR produktu u Arabidopsis
1.0 ul délkového standardu TAMRA 500
12 ul formamidu

2. Protfepeme na Vortexu.

3. Denaturujeme 3 min pii 95 C.
4. Rychle zchladime na ledu.

Fragmentacéni analyza na ABI PRISM 310

Analyzu provadime na kiemikové kapilafe dlouhé 41 cm (efektivni délka 30 cm) za pouZiti
polymeru POP4 na bazi polyakrylamidu. Vzorky umistime do automatického davkovace a vyplnime
seznam vzorkl, potfadi nastfiki a parametry analyzy podle pokynii vyucujiciho. Piky jednotlivych
fragmentti kvantifikujeme vzhledem k predem vyhodnocenému délkovému standardu.

Interpretace dat fragmentaéni analyzy Arabidopsis

Porovname velikosti jednotlivych fragmenti ze tfi jedincti. Na jejich zéklad€ ur¢ime, kdy se
jedna o heterozygotni ¢i homozygotni rostlinu nebo divoky typ.
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Metoda 4B

Posthybridiza¢ni stringentni promyvani

Piedehtat primarni promyvaci pufr na 60°C. Pouzity objem: 2-5 ml/ cm* membrany.
Opatrné prenést membranu do valce s timto roztokem a promyvat 4 x 5 min pii 60°C.
Promyvat 2 x 5 min druhym promyvacim roztokem pfi laboratorni teploté.
Membranu vlozit do misky s druhym promyvacim roztokem a nechat stat 10-15 min.

halb e e

Chemifluorescenéni detekce signdlu za pouziti ECF substratu

1. Membranu umistit na ¢isty neabsorpcni povrch a napipetovat rovnomérné po celém jejim povrchu
ECF substrat (25 pl/ cm* membrany); inkubovat 1 min.

2. Prilozit vrchni ¢ast detekéni folie, odsat prebytek substratu a zatavit.

3. Inkubovat ve tmé pti laboratorni teploté. Prvni detekci provést ptiblizné€ po 2 hodinach.

Detekce chemifluorescen¢niho signalu

1. 0,5 h pted detekci zapnout STORM.

2. Na detekéni plotnu piistoje kapnout trochu EtOH. Na toto misto pfilozit folii s membranou (lépe
prilne k povrchu a eliminuji se bubliny).

3. Skenovat pro chemifluorescenci pii rozliSeni 100 mikrond.

Verze: 1. 12. 2008



B7201 - Zaklady genomiky, cviceni 21

DEN S

8:00 VYHODNOCENI VYSLEDKU FRAGMENTACNI ANALYZY (Eva Padérové)

9:00 ANALYZA GENOVE EXPRESE POMOCI TRANSKRIPCNI FUZE (Jan Hejatko)
8. Vyhodnoceni vysledkii mikroskopie

Sablona k protokoltim: Fragmentaéni analyza

Jméno:
Datum:
Uloha:

Cil:

Postup a vysledky (s priloZenymi spektry):

Zavér:®

6 Urtit, zda jde o homozygota & heterozygota a pro¢ (zdtvodnit).
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