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Predmét Metody molekuldrni biologie v rostlinné ekologii a systematice byl zaveden
ve §kolnim roce 2008/2009 za podpory grantu FRVS F4a 2471/2008, inovace a doplnéni
v dalSich letech byly podpofeny grantem Molekularizace biologickych obort Pfirodovédecké
fakulty JU (CZ.1.07/2.2.00/15.0364) v ramci Operacniho programu Vzdélavani
pro konkurenceschopnost.

Tyto protokoly vznikly jako pomtcka pro praktikum. Nejsou a ani nemaji byt kompletni
sadou protokolll pouzivanych v nasi laboratofi ani nema4 jit o obecné protokoly k vybranym
metodam. Jsou psany viceméné pro konkrétni materiél (konkrétni rostlinné druhy) pouzivany
pii praktiku a pro prici s jinym materidlem bude pravdépodobné nutnd optimalizace
metodiky.



Zakladni zasady prace v molekularné biologické laboratori

¢ Pii veskeré ¢innosti v laboratoii dbame na to, abychom (1) neohrozili zdravi svoje
i ostatnich, (2) neposkodili zaFizeni a pristroje v laboratori a (3) neznehodnotili
vzorKky a material svuj i svych kolegu.

¢ Do laboratofe se pfezouvame.

e V laboratofi nejime a nepijeme (o koufeni a dalSich nefestech ani nemluvé).

e Pii prici pouzivdme pfiméfené ochranné pomicky, zejména rukavice a vhodné
laboratorni obleceni, a zv1asté pii praci s jedy i dal$i ochranné pomucky podle potieby
(laboratorni plast’ uréeny pouze k tomuto dcelu, rouska,...).

e Pro prici s GMO zasadn¢ dodrzujeme piedepsané protokoly, zplisob evidence a
predepsany zpusoby likvidace odpadniho materidlu; s GMO mohou pracovat pouze
osoby, které absolvovaly piislusné skoleni.

® Po skonceni prace uvedeme pracovni misto do ptivodniho stavu, otfeme laboratorni stul
(2% savo), umyjeme pouzité sklo (obycejnd voda + detergent, oplach destilovanou
vodou).

e Dbame zvySené opatrnosti pii praci s elektrickym proudem (napft. elektroforéza).

e S roztoky barviv SybrGreen a GelRed (nanaSeci pufr oznaceny jako ,,LB+SG* nebo
,GelRed”, DNA laddery, a samozifejmé zdsobni roztoky obou barviv), které jsou
potenciondlné¢ mutagenni, a s veSkerymi vécmi, které s nimi pfichdzeji do styku
(elektroforetické vany, hiebinky, pipeta na nanaSeni vzorkd,...) pracujeme
v rukavicich, kontaminovanymi rukavicemi se nedotykdme ni¢eho jiného. Gely
obsahujici SybrGreen vyhazujeme do nddoby k tomu urcené. Gely obsahujici GelRed
se schovavaji pro recyklaci!

e Akrylamid je neurotoxin, pracujeme velmi opatrné, vZdy v rukavicich a plasti,
kontaminovany materidl a gely vyhazujeme do zvlaStni nadoby, zdsobni roztoky
uchovavame v lednic¢ce (2-8 °C).

e S tekavymi chemikdliemi (chloroform, isoamylalkohol, isopropanol, kyselina octova,
TEMED, koncentrovand kyselina chlorovodikova,...) pracujeme zasadné v digestofi se
zapnutym odtahem

e Pii prici s DNA pracujeme pouze se sterilnimi autokldvovanymi Spickami a
zkumavkami — v krabickdch a nddobiach oznacenych péskou s cernymi pruhy;
kontaminovany materidl odhazujeme do uréenych nadob

e Nesahdme do nddob se sterilnim laboratornim plastem, pokud potiebujeme z nadoby
vyndat nékolik eppendorfek nebo stript, tak je vyklepneme na ocistény pracovni stll

® Pro zpracovani vzorkl citlivjych na kontaminaci (DNA z historickych vzork,
nespecifické primery apod.) pracujeme se Spickami s filtrem.

e Pro PCR, fedéni DNA a primeri pouzivime vyhradné sterilni vodu (autokldvovani
Milli-Q voda nebo koupend voda, napt. od f. Top-Bio).

e S DNA a vétsSinou dalSich biochemikdlii (enzymy, primery,...) pracujeme na ledu,
zvlast’ citlivé jsou enzymy (ligdza, polymeraza, restrikéni enzymy atd.) a nékteré pufry.

¢ Pokud odchdzime z laboratote posledni (i jen na chvili), vzdy zamkneme
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Izolace DNA

A) Izolace DNA rostlinného materialu s pouzitim Invisorb Spin Plant
Mini Kit (INVITEK)

Metoda vyuzivd patentované technologie Invisorb®. UmozZiiuje rychlou a tuéinnou izolaci
kvalitni genomické DNA z cerstvého, mrazeného nebo suchého rostlinného materiélu.
Podstatou je interakce mezi negativné nabitymi fosfatovymi skupinami DNA a pozitivné
nabitymi skupinami na povrchu membrany v kolonce, kde se DNA vaZe a po pieciSténi se
uvolni vhodnym eluénim pufrem. Vazba nebo naopak uvolnéni DNA z kolonky zavisi
na koncentraci soli a pH pouzitych pufrt.

Protokol pro izolaci vysuseného materialu (napf. v silikagelu)

— jiné varianty na konci protokolu, str. 3

Obecné

e Protokol predstavuje nejCastéji pouZivany postup. Podle studovaného materidlu a
pozadavkl na mnozstvi a Cistotu DNA muze byt nutné optimalizovat nekteré kroky
(napf. vstupni mnoZstvi materidlu, mnozstvi RNasy a izola¢nich pufra, piidani
promyvacich krok1, apod.)

e Pred pouzitim promyvacich pufrd (Wash Buffer I a II) zkontrolujeme ptidani ethanolu
(zaskrtnuti piisluSného policka na lahvi, piip. doplnéni ethanolu).

¢ (Qdpadni filtraty vzniklé béhem izolace vylévame do piipravené kadinky.

e Pouzité homogenizacni pomuicky po skonceni prace ocCistime: wolframové kulicky dame
do 1,5 ml zkumavky s Cistou vodou a tfepeme na mlynku po dobu ca 2 min, cely postup
zopakujeme aspon 3x (pokud nemiiZeme kulicky ihned omyt, nenechdvdme je ve vode,
koroduji!). Homogenizitory nechdme odmocit v jarové vodé a koncentrovaném roztoku
Sava. Po skonceni priace vSe umyjeme, oplachneme destilovanou vodou, osuSime
buni¢inou a piipravime pro sterilizaci v autoklavu.

¢ Proteinasa K je soucasti kitu. Doddva se v lyofilizovaném stavu. Pied prvnim pouzitim
piidame 1 ml sterilni vody a rozpustime proklepanim zkumavky, kratce stocime.

e Pred vlastni praci odpipetujeme do sterilni 1,5 ml eppendorfky potiebné mnozstvi elu¢niho
pufru (Ellution buffer D) a pfedehfejeme v termobloku na 65°C.

Postup izolace

1) Do 1,5 ml eppendorfky s rovnym (!) vickem vlozZime vhodné mnoZstvi suché tkané
(obvykle 5-15 mg, max. ale 60 mg) a dvé wolframové kulicky.

MnoZstvi tkané zdavisi na taxonomické skupiné a poZadované koncentraci DNA a mélo

o by byt u vsech vzorkii priblizné stejné. Nesmi byt ale zbytecné vysoké (ucpdvdni

kolonek a nizsi celkovy vytézek DNA)! Pro drceni tvrdsSich tkdni je vhodné poufit vice
wolframovych kulicek.

2) Eppendorfky upneme do néstavci mlynku Retsch 400MM, tak, abychom vyvadZen¢
vyuzili obé ramena. Nastavime zdkladni dobu homogenizace: 1 min. na maximalni
rychlost. Podle tuhosti materidlu dobu homogenizace piipadné prodluZujeme.

3) K rozdrcenému materidlu pfidime 400 pl lyza¢niho pufru (Lysis buffer P) a 20 pl
proteinazy K.

4) Vortexujeme a nechdme 30 min nebo déle inkubovat pii 65°C. Behem inkubace 2-3x
promichédme.
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5) Pripravime si kolonky (Spin Filter) do 2,0 ml sbérnych zkumavek (Receiver Tube, soucést
kitu).

6) Lyzacni smés (roztok i rozdrcenou tkan) pfeneseme na kolonku, napi. pomoci sterilni
Spicky nebo piepipetovani Spickou s ufiznutym koncem. Vyjmeme wolframové kulicky.

7) Centrifugujeme 1 min pii 12 000 rpm (dle potieby déle). Kolonky vyhodime. DNA
zustava ve filtratu!

8) Pfidame 1-10 ul RNasy A (Promega; 10mg/ml; neni soucasti kitu). Mnozstvi zdvisi
na vychozi navaZce a typu materidlu a ucelu studia. Promichame proklepanim prstem a
nechdme 5 min inkubovat pii pokojové teploté.

Pokud neni odstranéni RNA potreba, lze tento krok vynechat.
9) Pridame 200 ul Binding Buffer P a vortexujeme.
10) Umistime nové kolonky do 2,0 ml sbérnych zkumavek. Suspenzi pieneseme na kolonku a
inkubujeme nejméné 1 min.
V tomto kroku dochdzi k navdzdani DNA na membrdnu, minimdlni dobu inkubace je
« nutno dodrZet (prip. prodlouZit), jinak dochdzi ke ztrdtdm DNA.

11) Centrifugujeme 1 min pii 12 000 rpm, odstranime filtrdt a kolonky umistime zpét
do 2,0 ml sbérnych zkumavek.

12) Pfidame 550 pl promyvaciho pufru I (Wash Buffer I)

13) Centrifugujeme 1 min pii 12 000 rpm, odstranime filtrdt a kolonku umistime zpét
do 2,0 ml sbérné zkumavky.

14) Pfidame 550 pl promyvaciho pufru II (Wash Buffer II)

15) Centrifugujeme 1 min pii 12 000 rpm, odstranime filtrdt a kolonku umistime zpét
do 2,0 ml sbérné zkumavky.

16) Kroky 14 a 15 opakujeme jesté jednou.
17) Pro odstranéni zbytkt promyvaciho pufru centrifugujeme 2 min pii 12 000 rpm.
18) Kolonky umistime do sterilnich 1,5 ml eppendorfek (nejsou soucésti kitu; pro dlouhodobé
skladovani l1ze pouZit tzv. safe-lock eppendorfky).
19) Pfidame 50 pl elu¢niho pufru (Elution Buffer D) ptedehiatého na 65°C na stied kolonky.
Inkubujeme 10 min pii pokojové teplot¢.
V tomto kroku dochdzi k uvolnéni DNA 7z membrdny. PouZitim menstho mnoZstvi
o elucniho pufru (napr. 30 ul) se ziskd koncentrovanéjsi DNA, ale zdroven mirné klesd
celkovy vytézek DNA.
20) Centrifugujeme 1 min pti 10 000 rpm.
Pri centrifugaci nelze zavrit vicka. Eppendorfky v centrifuze orientujeme vicky ve smeéru
otdceni rotoru, abychom zabranili jejich uldmdni pri centrifugaci.
21)Pro zvyseni koncentrace pfepipetujeme filtrat zpét na kolonku a inkubujeme 10 min
pii pokojové teplote, opakujeme centrifugaci (krok 20).
Alternativné, pro ziskdni maximdlniho vytézku DNA, je moZné v kroku 21) pouZit dalsich
50 ul cistého elucniho pufru, ziskdme 2 eludty (2. s niZsi koncentraci).
22)Kvalitu a koncentraci vyizolované DNA ovéfime spektrofotometricky nebo
elektroforézou na agar6zovém gelu.

23)Pokud nepokracujeme dal$imi kroky (fedéni, PCR,...), skladujeme DNA kritkodobé
v lednicce (dny az nékolik tydnii); pro dlouhodobé skladovani DNA zamrazime (-20°C).
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Varianty a doplikové kroky

e DNA Ize izolovat i z Cerstvého materidlu - jeho mnoZstvi by nemélo ptesdhnout 100 mg.
U suseného materidlu by nemélo byt pouzito vice nez 60 mg..
® Pro homogenizaci vzorki fixovanych zamrazenim v Cerstvém stavu nebo 1 pro zcela
cerstvy materidl Ize pouzit i tekuty dusik:
— V tekutém dusiku vymrazime 1,5 ml eppendorfku s materidlem a vloZzenym
homogenizitorkem. Krouzivymi pohyby drtime vzorek ve vymrazené eppendorfce.
— Jinou moZnosti je drtit vzorek ve vymraZené tfeci misce. Rozdrceny materidl
vymrazenym skalpelem pfevedeme do piipravené eppendorfky.
— U cerstvého materidlu je nutné piidat lyzacni pufr a proteinasu K (krok 3 standardniho
protokolu) ke vzorku dfive nez zcela rozmrzne!
¢ Pro izolaci malych vzorka, které nelze rozdrtit pomoci mlynku, 1ze vyuzit drceni v 1,5 ml
zkumavkach pomoci homogenizdtorkii a sterilntho pisku. Vzorek drtime v malém
mnozstvi lyza¢ntho pufru (10-20 pl) za pfidani malého mnoZstvi sterilntho pisku.
Po homogenizaci pfiddme zbyvajici objem lyzacniho pufru a déle postupujeme podle
obvyklého protokolu.
e DNA je mozno po izolaci preCistit pomoci n€kterého z komercnich kitli (napi. MoBio
PowerClean DNA Clean-up Kit) nebo pfesrdZenim octanem sodnym.
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B) Izolace DNA z rostlinného materialu — CTAB metoda

Metoda je ptivodné zaloZena na schopnosti CTAB (cetyltrimetylamoniumbromid) vytvaret
komplex s nukleovymi kyselinami, ktery je pii vysoké koncentraci soli (0,7M NaCl)
rozpustny, ale pfi snizené koncentraci (0,45M NaCl) vytvéii srazeninu. CTAB zéaroven pusobi
jako detergent, ktery uvoliiuje DNA z membrén a proteinti. Na zdklad€ rozdilné rozpustnosti
v CTAB lze DNA selektivné vysrdZet a pteiStovat. Metoda dosahuje obvykle vysSich
vyt&zktt DNA neZ komeréni kity a je vyrazné levn&jsi. Cistota DNA ale naopak byvé niZsi.
Nize uvedend modifikace protokolu vyuziva isopropanolové vysrazeni DNA.

Protokol pro izolaci vysuseného materialu (napf. v silikagelu)

— jiné varianty analogicky izolaci kitem, str. 3

Postup izolace

1) Do 1,5 ml eppendorfky s rovnym (!) vickem vlozime vhodné mnoZstvi suché tkané
(obvykle 5-15 mg) a dvé wolframové kulicky (pro drceni tvrdsich tkani je vhodné pouzit
vice wolframovych kuli¢ek).

2) Eppendorfky upneme do néstavci mlynku Retsch 400MM, tak, abychom vyvdZen¢
vyuzili ob€ ramena. Nastavime zdkladni dobu homogenizace: 1 min. na maximalni
rychlost. Podle tuhosti materidlu dobu homogenizace ptipadné prodluZujeme.

3) K rozdrcenému materidlu piiddme 700 pl zdsobniho roztoku CTAB a 10 ul
2-merkaptoethanolu. Pracujeme v digestofi.

4) Zkumavky uzavieme, kratce promichdme proklepanim a inkubujeme 30 min v termobloku
pii 60 °C. Béhem prvnich minut inkubace pfiddme ke kazdému vzorku ,,na Spicku
Spachtle* polyvinylpyrolidonu (PVP). Pracujeme v digestofi.

5) Pridame 1-10 pl RNasy A (Promega; 10 mg / pl) a inkubujeme 15 min na termobloku pfi
37°C. Pracujeme v digestofi.

Pokud nent odstranéni RNA potreba, lze tento krok vynechat.

6) U vzorkd s vétsim vychozim mnoZstvim materidlu Ize oddé€lit zbytky tkani centrifugaci
3 min pii 13800 rpm. Supernatant odebereme do novych oznacenych 1,5 ml zkumavek.
Pracujeme v digestofi.

7) Pridame 500 pl smesi chloroform : isoamylalkohol (24:1). Pracujeme v digestofi.
8) Dobfie uzaviené zkumavky 2—-3x pfevratime a nechdme cca 5 min stat.
9) Centrifugujeme 10 min pfi 13 800 rpm.
Centrifugaci vznikne rozhrani mezi nerozpustnou vodni a chloroformovou sloZkou smési.

10) Supernatant (cca 500 pl) opatrné piepipetujeme do novych oznacenych 1,5 ml
eppendorfek. Je tieba dat pozor, abychom pipetovali jen prihlednou horni fazi. Pracujeme
stale v digestofi. Pouzité Spicky vyhazujeme do nddoby na nebezpecny odpad, stejné tak
pouzité eppendorfky, ze kterych pred vyhozenim slijeme chloroform do pfislusné lahve
na nebezpecny odpad (oznacena ,,odpad — chloroform*).

Horni, vodni fdaze supernatantu obashuje DNA, spodni chloroformovd fdze obsahuje

« hydrofobni odpadni ldtky (mastné kyseliny, proteiny, apod.). Je nutné vyhybat se

spodni chloroformové fazi, kterd by znehodnotila DNA a sniZila vytéZek. Pokud dojde ke

kontaminaci chloroformovou fdazi, odebrany suprenatant znovu centrifugujeme a do nové

zkumavky znovu odebereme pouze horni fdazi. Postup s priddnim smési chloroform :
isoamylalkohol a odebrdnim horni vodni faze (kroky 7—10) je mozZné nékolikrdt zopakovat.
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11) Pfidame 500 pl vychlazeného isopropanolu (z mrazaku).

12) 1-2 x ptrevratime (netfepeme) a nechdme cca 30 min stat v —20 °C.

13) Centrifugujeme 5 min pii 13 800 rpm.

14) Supernatant opatrné¢ odpipetujeme do kddinky na odpad (v digestofi, pouZijeme Spicky
na 200 pl). Na dné eppendorfky by mél byt vidét drobny matné bily aZ mirn¢ zabarveny
pelet DNA. Po skonceni prace vylijeme obsah kddinky do piislusné lahve na nebezpecny
odpad (oznacena ,,odpad — isopropanol‘).

15) Pfidame 400 pl vychlazeného 96% ethanolu (z mrazéaku).

16) Inkubujeme 15 min v termobloku pii 37 °C.

17) Centrifugujeme 5 min pii 13 800 rpm.

18) Supernatant opét opatrné odpipetujeme do kddinky na odpad (uz neni nutné v digestofi).

19) Pfidame 200 pl vychlazeného 70% ethanolu (z mrazdku) a nechdme cca 5 min stét.

20) Centrifugujeme 5 min pii 13 800 rpm.

21) Supernatant opét opatrné odpipetujeme do kadinky a eppendorfky nechdme 10-15 min
stat a vyschnout.

22)Piiblizné¢ 1-2 min vysuSime pelet v otevienych eppendorfkdch na termobloku pii
37°C. SuSeni ukon¢ime ve chvili, kdy jsou stény eppendorfky suché a pelet neobsahuje
viditelné kapky ethanolu, pfipadné lze pelet poklepem (cvrnknutim) v uzaviené (!)
eppendorfce oddelit od stény.

23) K vysusenému peletu ptiddme 30(—200) pl TE pufru nebo sterilni vody.
Objem kapaliny je vhodné prizpiisobit vytéZku izolace. U vzorkii s velkymi DNA pelety je
mozné pouZit vetsi objem, u vzorkii s malymi pelety je vhodné pouZit mensi mnoZstvi,
aby se DNA zbytecné neredila.

24) Pro uplné rozpusténi DNA nechdame vzorky stdt pfes noc v lednicce, piipadné je jeste
inkubujeme 30 min na termobloku pii 37 °C..

25)Pied pouzitim vzorky promichdme proklepnutim a kritce sto¢ime na stolni centrifuze.
Kvalitu a koncentraci vyizolované DNA ovéiime spektrofotometricky nebo
elektroforézou na agar6zovém gelu.

26) Pokud nepokracujeme dal$imi kroky, kratkodobé (dny az par tydnli) mizeme DNA

skladovat v lednicce, pro dlouhodobé uchovaviani DNA zamrazime (-20°C).
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C) Izolace DNA pomoci NaOH

Izolace pomoci NaOH je velmi levnou a rychlou metodou piipravy DNA. Hojné se pouziva
pro extrakci DNA z malych vstupnich mnoZstvi materidlu.. Hydroxid sodny piisobi denaturaci
bunéénych enzymil a narusi bunécéné stény (DNA se uvolni do roztoku). Ziskand DNA je
denaturovand, fetézce jsou separované. Takto izolovanou DNA lze pouzit pro PCR
amplifikaci pro sekvenovdni nebo PCR-RFLP, nelze ji ale pouZit pro nirocnéj$i metody
(napt. AFLP) a obecné neni vhodna pro organismy obsahujici velké mnozstvi inhibitort.
DNA také nelze po izolaci vizualizovat béZznymi postupy na agarézovém gelu ani nelze
stanovovat koncentraci spektrofotometricky. Takto ziskanou DNA nékdy neni mozné
dlouhodobé¢ skladovat (degraduje).

Postup izolace

1) Ke vzorku tkdn& (< cca 0.5 cm?) pfiddme 10-20 ul 0,5M NaOH (objem roztoku upravime
podle mnozstvi materidlu). Drtime pomoci homogenizatorku a sterilnfho pisku (pfipadné
1ze pouzit tekuty dusik - viz kapitola izolace kitem, str. 3)

2) Pridame dalSich 20 pl 0,5M NaOH a podle potieby pokracujeme v drceni dals$i 1-2 min.
3) Centrifugujeme 2 min 13 800 rpm.

4) Supernatant piepipetujeme do nové eppendorfky nebo PCR stripu a fedime 1:10 roztokem
100mM Tris-HCI, pH 8,3 (ptfiklad: odebereme 2 ul supernatantu a pieneseme ho
do zkumavky s 20 pl roztoku).

5) Podle potieby dél fedime roztokem 100mM Tris-HCI pufru.
6) Skladujeme v mrazédku pii —20°C.



Izolace DNA

D) Otestovani kvality DNA na agar6zovém gelu

e Ptipravime 0,7 % agarosovy gel (piip. pouzijeme recyklovany), viz str. 8.

e Pouzivame Spicky s filtrem; na parafilm nebo do desticky pfipravime kapky po 0.8 ul
nanaSeciho pufru (oznaceny ‘GelRed’, piipadn¢ LD+SG”") a pfidime po 2 ul DNA,
promichame pipetovanim a naneseme na gel

e Jako Zebfticek naneseme 3 ul A DNA-HindIII

e Na gelu by m¢l byt vidét 1 vyrazny pruh DNA o hmotnosti nékolika kbp, piitomnost
mensich fragmenti (resp. smear) indikuje fragmentovanou (degradovanou) DNA nebo
nedostate¢né odstranénou RNA

E) Méreni koncentrace DNA a fredéni DNA

Méreni koncentrace DNA
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Koncentracit DNA méfime pomoci spektrofotometru Biowave II (Biochrom) — ndvod viz
str. 49. Koncentraci DNA stanovujeme na zakladé absorbance v UV oblasti pfi 260 nm
(maximum pro DNA). Zaznamenavame i absorbance pii 230 nm a 280 nm, které vypovidaji
o znecCisténi DNA nizkomolekuldrnimi latkami (polyfenoly, sacharidy, aj.), resp. proteiny.

Zaznamenavame:
e koncentraci DNA, obvykle v ng/ul

L4 pOIl’léI'y absorbanci Asgo/ Azg() a Ao/ Axzpo

vv,

Oba pomery by se pro cistou DNA mély pohybovat v rozmezi 1,8-2,0(-2,2). NiZsi

e hodnoty indikuji ne zcela cistou DNA, coZ miiZe zpusobovat problémy v nékterych

aplikacich (napr. restrikcni metody, kde riizné ldtky mohou ovlivnit aktivitu / specifitu

restriktdz). Zdroven kontaminujici ldatky maji nenulovou absorbanci pri 260 nm, Ccili

stanovend koncentrace DNA bude s nejvétsi pravdépodobnosti nadhodnocend, velikost
odchylky ale nezndame!

e skute¢né hodnoty vSech absorbanci (260 nm, 280 nm, 230 nm)

Pro absorbance <0.01 jiZ neni méreni presné a vypoctené hodnoty jsou velmi
« nespolehlivé. Pro presné méreni je pak nutné pouZit mensi redeni vzorku.

Odhad koncentrace DNA z gelu

Koncentraci DNA Ize pribliZzné odhadnout z agarézového gelu. Porovndme intenzitu prouzku
DNA s prouzky zebiicku (ladder), u kterych je zndma koncentrace (viz str. 10). Vybereme
prouZzek s podobnou intenzitou a vypocteme mnozstvi (hmotnost) DNA (koncentrace *
nanaSeny objem). Prouzek izolované DNA obsahuje podobné mnozstvi DNA, koncentraci
ziskdme délenim nandSenym objemem vzorku. Pozor ale, je tfeba brat v dvahu, Ze intenzita
prouzku obecné klesa s klesajici délkou fragmentu!

Redéni DNA
e [.ze pouzit ndsledujici 2 vzorce (jednoducha troj¢lenka)

szorek = Cfinal / Cyvzorek * Vfinal Vioda = Vfinal - szorek , kde
Vyzorek j€ objem piivodniho (nefedéného) vzorku, cy,qrek je koncentrace piivodniho vzorku,
Cfinal J€ poZadovana koncentrace a Vi, je poZadovany kone€ny objem.

e Napiiklad chceme 50 ul DNA o koncentraci 50 ng/ul a mame k dispozici DNA
o koncentraci 215 ng/ul,. MnoZstvi vzorku a sterilni vody spocteme takto:

Vizorek = 507215 *50 = 11,63 ul Vyoda = 50 — 11.63 = 38,37 ul
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Elektroforéza DNA

Priprava horizontalniho agarézového gelu

Pro uSetfeni nakladii je vhodné recyklovat pouZzité agarosové gely (obvykle se nachdzi
v lednici v Erlenmeyerové barice). Tyto gely nejsou pouzitelné pro piipravu kvalitnéjSich gel
pro post-staining barveni — pro tyto ucely je nutné piipravit gel z nové, nepouZité agarosy.

1y

2)

Podle poctu nandsenych vzorkl a pozadované velikosti jamek zvolime velikost vanicky a
hiebentl. Od velikosti vani¢ky je odvozen objem gelu.

Vani¢ku polozime na nalévaci stolek, uzavieme piisluSnymi zardzkami (,,kSandy*) nebo
zalepime volné strany pomoci izolepy. Do stiedu vani¢ky vloZime vodovdhu a stolek
vyrovndme pomoci kolecek v rozich stolku.

3) Pokud recyklujeme agarosové gely, vybereme dostatecné mnoZstvi pouzitych geli

4)

5)

6)

7)

8)

a pokracujeme krokem 5. Pokud pfipravujeme gel z nové agarosy, do Erlenmeyerovy
banky pfiméeiené velkého objemu navazime na piedvazkach agarosu (nejcastéjsi navazky
viz tabulka).

Pro vizualizaci genomové DNA je nejvhodnéjsi 0,7 % gel (ostatni koncentrace také
funguji, ale zbytecné se plytvda agarosou); pro PCR produkty o délce 400-2000 bp je
nejvhodnéjsi 1,0-1,3 % gel (niZsi koncentrace zpiisobi horsi rozliseni kratsich produktii).

koncentrace | agarosa [g] pro gel o objemu [ml]
%0 30 50 60 120 | 200
0,7 0,21 | 0,35 | 0,42 | 0,84 | 1,40
0,8 0,24 | 0,40 | 0,48 | 0,96 | 1,60
1,0 0,30 | 0,50 | 0,60 | 1,20 | 2,00
1,3 0,39 | 0,65 | 0,78 | 1,56 | 2,60
1,5 0,45 | 0,75 | 0,90 | 1,80 | 3,00

v v/

Pfidame pfislusné mnozstvi I1XTBE pufru (odméfime odmérnym vdlcem). Idedlni je
nechat jesté smés nékolik minut stat pii pokojové teploté (agarosa se hydratuje a 1épe se
rozvari).

IXTBE pufr je k dispozici v kanystru nad elektroforézami. Zdsobni 10x koncentrovany
roztok je v lednicce.

Vlozime do mikrovlnky na 550-700W a nechdme chvili vafit — kontrolujeme, aby var
nebyl pfiliS prudky a agarosa nevytekla ven! ObcCas krouzenim promichame
(pro rozpusténi agarosy je dileZzitéjsi spiSe obcasné promichdvani nez dlouhodoby var).
Opakujeme tak dlouho, aby byl roztok Ciry, nesmi v ném byt viditelné krystalky agarosy.
Uvareny gel ochladime krouZenim baiikou pod pomalu tekouci vodou na teplotu cca 50°C
(odhadneme tak, Ze udrZime ruku na dné bariky).

Gel opatrné nalijeme do vanicky, nasadime do n¢j hfebinky a Spi¢kou odstranime
piipadné bublinky v gelu. Nechdme tuhnout cca 30 minut.

Po ztuhnuti vanicky s gelem sunddme zardzky, vlozime ji do elektroforetické vany a
zalijeme IXTBE pufrem tak, aby cely gel byl tésné pod hladinou. Opatrné¢ vyjmeme
hiebinky.
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Nanaseni vzorkl, elektroforéza

1y

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Do mikrotitraéni desticky nebo na kousek parafilmu (pro malé objemy lepsi)
rozpipetujeme modry nandseci pufr s barvivem GelRed (zkumavka oznacena ,,GelRed*)
pro planovany pocet vzorkli. Pomér objeml vzorek:pufr by meél byt asi 2:1-3:1.
PouZzivame Spicku s filtrem, neni tfeba pokazdé ménit.

Do jamky s pufrem / do kapky pufru na parafilmu pipetujeme DNA (nezapomeneme
vzorek vzdy pfed pipetovanim opatrné promichat!). Na kazdy vzorek bereme novou
Spicku s filtrem.

Krajni jamky na gelu nechdvdme pokud moZno prazdné (deformace prouzki). Druhou
jamku vynechdme pro Zebficek, u vétsSich gel miZe byt vhodné nandSet Zebticek z obou
stran, pfip. doprostied mezi vzorky (pak vynechdme ptisluSnou jamku).
Do dalSich jamek pipetujeme cely objem smési DNA + nanaSeci pufr. PouZzivdme Spicku
s filtrem, mezi vzorky proplachneme pufrem ve vané, neni tfeba mezi vzorky ménit.
Nesmime propichnout dno jamky! Spicku pipety staci umistit i lehce nad jamku
o (vzorek zapadne dovniti viastni vahou). Primérené rychle vypoustime vzorek do
jamky, snaZime se nedélat bubliny. Pokud ve Spicce zbyvd malé mnoZsvi vzorku,
vypldchneme jej do jamky opatrnym propipetovdvdnim. Po vypusténi celého objemu
spicku plynule vytdhneme z jamky (ne trhnutim — strhli bychom s sebou i Cdst vzorku).
SnaZime se pracovat rychle (ale v klidu!), modrd barva ze vzorkii po naneseni do jamek
pomalu difunduje do gelu (,,rozpiji se”).
Do druhé jamky (piip. dalSich) pipetujeme Zebiicek (ladder), volime obvykle stejny
objem jako je soucet DNA + nandSeci pufr. Pro velké fragmenty (napf. po izolaci DNA)
pouzivame A DNA / Hind III, pro mensi fragmenty (napi. PCR produkty) 100 bp ladder
(viz str. 10).
Po naneseni vSech vzorki na gel pfiklopime viko s pfivodnimi kabely, pfipojime
elektroforézu ke zdroji; napéti nastavime v modu ,,SET* — u nejmensi elektroforézy
nepouzivame vice nez 60 V, u vétSich elektroforéz lze napéti zvysit na cca 120 V.
Pro spusténi elektroforézy vypneme mod ,SET*. Pouzitou mikrotitratni desticku
opachneme Savem, dikladné umyjeme detergentem a oplachneme destilovanou vodou.
Ve chvili, kdy ¢elo (nejrychlejsi barvicka) dojizdi ke konci gelu, vypneme proud (nastavit
do médu ,,SET*), vypneme zdroj, sejmeme viko elektroforetické aparatury, vyndame
vanicku s gelem a gel umistime do komory UV transluminatoru.
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Prace s dokumentac¢nim systémem Gel Imager a softwarem Scion
VisiCapture

1y

2)

3)
4)

5)

6)

7)

8)

Do komory fotodokumenta¢niho zafizeni umistime samotny gel (bez vanicky) a oto¢ime
ho tak, aby horni strana s jamkami byla podél levé strany komory translumindtoru.
Opatrnym piejizdénim prstem po povrchu gelu se zbavime pifipadnych vzduchovych
bublin pod gelem, gel srovname.

Bez rukavic spustime program Scion VisiCapture.

Na ovlddadni dokumentacniho zarizeni, fotoapardt, kldvesnici a mys pocitace atd.
* nesahdme v rukavicich!

Klikneme na ,,Image* a vybereme ,,Start Live Capturing®.

Pii otevienych dvitkdch komory si gel pfipravime k foceni, pfimo na objektivu kamery
muzZeme vyladit zoom (velikost gelu nebo jeho cdsti; prostiedni, nejuzsi krouZek
objektivu) a zaostreni gelu (spodni Siroky krouzek objektivu).

Zavieme dviftka a zapneme UV svétlo, expozici upravime clonou (horni krouZzek

na objektivu), piip. obraz doostiime; expozici lze vyladit také volbou ,Image* —
,Properties*, kde nastavime délku expozice a miru elektronického zesileni signalu (gain).

Klikneme na ,,Image* a gel vyfotime tlac¢itkem ,,Snap*.

Obréazek uloZime vybranim ,File* a ,,Save As* do pfislusné slozky. Ukladame vzdy ve
formatu .tif. Pro pozd¢jsi préci je vhodné vytvoftit vyfez a uloZit v tspornéjSich formétech
(.png, .jpg, apod.), na pocitaci je k tomuto ucelu napt. program Irfan View. Popis Cisel
vzorkll a jiné sofistikované grafické tpravy provedeme pozdéji v jakychkoliv dalSich
grafickych programech.

Vypneme zdroj UV svétla, otevieme dviika, gel v rukavicich vyhodime do nadoby k tomu
uréené — gely se v laboratofi recykluji!. Oc¢istime plochu UV transluminétoru ethanolem.

] Recykluji se pouze gely zpracované pomoci modrého pufru s GelRed. Pokud jsme
s vyjimecné pro barveni DNA pouZili SybrGreen (zkumavka oznacena ,,LD+SG*),
nevhazujeme gel do stejné nddoby jako gely barvené (snad) netoxickym barvivem GelRed,
ale vyhodime je do zvldstni nddoby na gely se SybrGreen. Gely barvené v ldzni s roztokem
GelRed (tzv. post-staining, viz ddle) se vyhazuji do smésného odpadu.

wvrw

DNA Zebricky (ladders) pouzivané v laboratofi

Mnozstvi DNA uvedené u jednotlivych fragmenti odpovidé 1 pl Zebii¢ku ve standardnim
fedéni pouzivaném v nasi laboratofi.
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A DNA / Hind III Digest (NEB) 100 bp DNA ladder (NEB)
23130bp 199ng 1517 bp 38ng
9416 bp 8.1 ng 1200bp 29ng
6 657 bp 5.6 ng 1000bp 79ng
900bp 23ng

800bp 20ng

4361bp 38ng 700bp  18ng

600 bp 1.5ng
S500bp 81ng
400bp  32ng
300bp 24ng
2 322 bp 20ng 200 bp 21ng
2027bp 18ng 100bp  40ng
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PCR - polymerazova retézova reakce
(Polymerase Chain Reaction)
Princip
Polymerazova fetézova reakce umoziuje zmnoZeni (amplifikaci) urcité ¢asti DNA in vitro.
Zékladni uspotddani PCR vyzaduje vytvoreni smési reagencii a nédsledné cyklické stiidani
teplot.
Slozky PCR smési (PCR mix)
e templatova DNA — nase studovand DNA, jejiZ ¢ast chceme namnozit (gen, ¢ast genu nebo
nekddujici sekvence)

e DNA polymeraza — enzym, ktery buduje novy fetézec DNA podle vzoru templatu;
obvykle se pouzivd Taq polymeraza z bakterie Thermus aquaticus, pro specidlni aplikace
mame v laboratofi n€ékolik dalSich polymeraz (ptfesnéjsich, ale drazsich)

¢ PCR pufr — udrZuje stabilni pH a obsahuje chemikdlie pro optimdlni aktivitu a stabilitu
DNA polymerazy

e MgCl, - Mg2+ ionty slouZzi jako kofaktor DNA polymerazy

¢ nukleotidy (ANTP) — smés deoxyribonukleosid trifosfati (dATP, dCTP, dGTP, dTTP),
zékladnich stavebnich jednotek DNA

e primery — oligonukleotidy (kratké dseky jednotfetézcové DNA), zpravidla o délce 10-25
bazi parujici se s komplementarni sekvenci v templatové DNA a slouZici jako pocatecni
misto replikace DNA, bez kterého by DNA polymerdza nemohla zacit syntézu nového
fetézce; k extenzi primeru dochdzi ve sméru 5'—3' nové vznikajiciho vldkna; sekvence
primert definuje usek, ktery se bude amplifikovat

PCR teplotni program

Cyklické sttidani teplot umoziiuje piistroj zvany termocykler. Typicky PCR program zahrnuje

1-2 pocéateéni kroky, dale vlastni cyklus (zde kroky 3a, 3b, 3c), pfi kterém dochazi

k amplifikaci DNA a ktery se opakuje 30-40x, a 1-2 zavérecné kroky:

1) zahiati bloku cykleru: 80°C, cca 30 s — vzorky nejsou v pfistroji od zacatku, vloZime je
béhem této faze
tento krok neni nezbytny, ale muZe zvysit specifitu PCR a zlepsit vysledky

2) pocateéni denaturace: 94-98°C, 1-5 min — dochazi k oddéleni komplementarnich
fetézci DNA

3a) (cyklové) denaturace: 94-98°C, 20 s—1 min

3b)nasednuti (annealing) primeru: 45-60°C, 20-60 s — primery se specificky paruji
s komplementérni oblasti na templatové DNA

3c) syntéza DNA (elongace, extenze): 72 °C, 1-2 min — optimalni teplota pro ¢innost DNA
polymerdzy; na tvorbu 1 000 bézi je potieba cca 1 min

4) Kkonecna elongace: 72°C, 5—15 min — dokonc¢eni syntézy ¢astecnych produkti

5) zchlazeni PCR reakce; 15°C
Nekteré publikované protokoly uvddeji 4°C, takto nizkd teplota ale vétsinou neni nutnd a
zbytecné zatéZuje pristroje

Pii stiidani tfi teplot dochdzi k exponencidlnimu mnozZeni pozadovaného useku DNA

vymezeného dvojici pouZitych primert, vznikd 2" kopii z kazdé molekuly templatu.

11



PCR

Optimalizace PCR

Cilem optimalizace je specificky priibéh PCR reakce, tj. aby vznikal pouze jediny produkt
odpovidajici amplifikovanému useku. V piipadé, Ze produkt PCR reakce nevznika
v dostatecném mnozZstvi nebo je vysledkem vice produkti odliSné délky (nespecifické
produkty), reakce neprobéhla optimdln€. Je nutné zménit reakéni podminky tak, aby PCR
probéhla uspesné. Je mozZné meénit koncentrace jednotlivych slozek PCR smési nebo
modifikovat teplotni cyklus, optimdlni variantu je tieba pro konkrétni material (taxonomicka
skupina, studovany tsek DNA) vyzkousSet. Nej¢astéjsi modifikace jsou:

12

Zména koncentrace DNA. SniZzenim koncentrace DNA sniZime i koncentraci piipadnych
inhibitord PCR, které mohou byt piitomny ve vzorku. PCR miiZe tspésné probéhnout i
s mnozstvim DNA menS$im neZ 1 ng

Nékdy naopak pomuze zvysit koncentraci DNA az na 50 ng
Zvyseni koncentrace MgCl,. Hoi¢ik stabilizuje komplex DNA-polymeraza, zvySeni
koncentrace na 2.5-6.0 mM (standardni koncentrace je 1.5-2.0 mM) mulze ptinést tspéch;
Mg ionty se ale vazi na dNTP, proto piili§né zvy3eni koncentrace miize sniZit dostupnost
dNTP a snizit vytézek reakce (pfip. je nutno kompenzovat zvySenim koncentrace dNTP).
Piidani aditiv. Nekteré latky (DMSO, formamid, betaine, glycerol, BSA, (NH4),SO,)
mohou zvySovat stabilitu polymerazy a specificnost vazby primerQ; obvykle jsou (n¢které
z nich) souc¢asti komer¢nich PCR pufra a mixa.
Modifikace PCR cyklu. ProdlouZeni / zkriceni doby annealingu a elongace, zvySeni
poctu cykli (pokud PCR neprobihd), prodlouzeni doby denaturace (nutné u templati
bohatych na GC baze). Nejcastéjsi — zmeéna teploty annealingu — viz nasledujici bod.
Zména teploty nasednuti primeru (annealingu). Teplota nasedani primert by méla byt
0 5°C niz8i nez teplota tdni (denaturace), tzv. melting temperature (Ty,) primerd. Pro
primery krat$i nez 25 bp se Ty, vypocitd podle zastoupeni bazi: Ty, = 4*(G+C) + 2*(A+T).
P1iliS vysoka teplota annealingu zptisobuje nestabilitu vazby primerti na templat a snizeni
vytézku PCR. SniZzenim teploty annealingu umoznime lepsi vazbu primerti na templatovou
DNA, ptilisné snizeni v§ak miZe vést k tvorbé nespecifickych produktd. Idedlni je provést
gradientovy pokus a nésledné vybrat nejvhodnéjsi teplotu.
Touch-down protokol. Do teplotniho programu se na pocatek amplifikace zaradi n¢kolik
cyklll s vysSsi teplotou naseddni primertl, kterd se postupné sniZuje. V prvnich cyklech
(za vys$i teploty) vznikaji jen specifické produkty, i kdyZ v menSim mnozstvi. NiZsi
teplota v dalSich cyklech zajisti dostateCny vytézek, piicemz specifické produkty diky
,naskoku* z prvnich cykll zcela prevladaji.
prrava ramping time (rychlosti pfechodu z jedné teploty na druhou). Pii rychlém
zahfivani z teploty annealingu na teplotu elongace muze ¢4st primerd odpadnout od
templatu, ¢imz se sniZuje vytéZek reakce. Pro dostatecny vytéZek je pak nutné sniZzit
ramping time (standardné byva 3°C/s, u nov¢jsich cykleru i vice, snizuje se na 1-2°C/s).
Uprava ramping time je standardi souéésti napf. u metody AFLP.



PCR

PCR protokol s vyuzitim Plain PP Master Mixu (Top-Bio)

e Plain PP Master Mix jiz obsahuje PCR pufr, MgCl,, nukleotidy, DNA polymerdzu a
nckterd aditiva. Jeho pouZitim se vyrazné sniZuje Cas nutny pro piipravu PCR reakce.
SniZenim poctu pipetovacich krokt je eliminovédna chybovost pfi pfipravé PCR smési.

¢ Stejnym protokol lze pouZzit rovnéZ pro 2x koncentrovany mix od firmy Fermentas
(odliSuje se hlavné mensim mnoZstvim polymerdzy — je proto levnéjsi).

® Pro specidlni aplikace jsou v laboratofi k dispozici i chemikalie umoziujici namichat
PCR mix samostatn¢ po jednotlivych slozkach (napt. pokud je poZadovana odlisSna
koncentrace MgCl, nebo polymerazy).

e PCR reakce lze provadét vraznych objemech, s ohledem na naSe zkuSenosti (s
malymi objemy se hiife pracuje) a planované pouziti PCR produktu. Objem reakce
obecn€ volime co nejnizsi (uSetfeni nakladll); mnozstvi jednotlivych slozek udava
nasledujici tabulka:

objem (ul) , .

reagencie 25ul | 20pl | 15p1 | 101 |, 2 i‘;‘:i‘: ”

reakce | reakce | reakce | reakce
PCR voda 5,5 4.4 3,3 2,2
$' primer (2,5 pmol / pl)* 3,0 2,4 1,8 1,2 0,3uM*
3' primer (2,5 pmol / ul)* 3,0 2.4 1,8 1,2 0,3uM*
2x Plain PP Master Mix** 12,5 10,0 7,5 5,0 1 x
celkem 24 ul | 192 ul | 14,4 ul | 9,6 ul
DNA 1 ul 08ul | 0,6ul | 04ul

* Plati pro v laboratori nejcastéji pouZivanou koncentraci zdsobniho roztoku primerii
2,5 pmol/ul (= 2,5uM) a nejcastéjsi findlni koncentraci 0,3 uM. Pri pouZiti jiné
koncentrace primerii / jiné poZadované findlni koncentrace je nutno sloZeni smési
upravit, zména objemu primerii se kompenzuje ekvivalentni iipravou mnoZstvi vody.

** Plain PP Master Mix ve findlni koncentraci obsahuje 75mM Tris-HCI pH 8,8;
20mM (NH4),804; 0,01% Tween20; 2,5mM MgCly,; 200uM dNTP kaZdého typu;
Taq DNA polymerdzu ( 0,05 U/ ul); stabilizdtory a aditiva.

1) Po celou dobu pracujeme na ledu. VSechny potiebné reagencie nechdme dopiedu

2)

3)

4)

rozmrznout, promichdme proklepnutim prstem a kritce sto¢ime na stolni centrifuze.
Mezitim si ozna¢ime PCR zkumavky nebo stripy nebo desticky.

Do sterilni eppendorfky pfipravime PCR smés pro pfislusny pocet vzorkll + negativni
kontrola + 1 vzorek (rezerva pro pipetovaci chybu). Napf. mame 10 vzorkl, PCR smés
piipravime pro 12 vzorka.

Jednotlivé slozky pipetujeme v pofadi: voda, primery a Plain PP Master Mix. Smés
promichdme a kratce sto¢ime na stolni centrifuze.

PtisluSny objem PCR smési (fddek celkem) rozpipetujeme do 0,2 ml PCR zkumavek,
stripti nebo jamek destiCky a pfiddme DNA v mnozstvi odpovidajicimu objemu reakce.
DNA nepiidivame do negativni kontroly! Promichdme, kratce stoc¢ime v centrifuze.
Vzorky jsou pfipraveny k vloZeni do termocykleru.

13



PCR

5) Spustime odpovidajici teplotni program. Po zahtati bloku termocykleru na ca 80°C

6)

14

vlozime stripy do pfistroje a dotdhneme jeho viko pomoci Sroubovaciho kolecka..
Priklad PCR teplotniho profilu:

1x 94°C 3 min (pocate¢ni denaturace)

35x 94°C 0,5 min (cyklova denaturace)
[Ta]°C 1 min (naseddni primerd; specifické pro dany primerovy pér)
72°C 1 min (cyklova elongace)

1x 72°C 10 min (finélni elongace)

1x 15°C hold (ochlazeni smési pro probehnuti PCR)

Po probéhnuté reakci zkontrolujeme vysledek elektroforézou na agarézovém gelu.
Smisime 2 ul produktu s 0,8 ul nandSeciho pufru a naneseme na béZzny 1,0-1,5 %
agar6zovy gel v TBE pufru, dobfe lze pouZit recyklované gely. Jako standard naneseme
3 ul 100bp ladderu. Na gelu by mél byt vidét jediny pruh DNA + ocekdvané velikosti.
Ve slepé kontrole nesmi byt vidét zadny produkt (obvykle se vyskytuje pouze neostry

prouzek dimerd primerd <100 bp), pozitivni vysledek zna¢i neZadouci kontaminaci PCR
smeési!



Sekvenovani DNA

Sekvenovani DNA

Princip

Sekvenovanim zjistime potadi bazi (A,C,T,G) v konkrétnim dseku DNA. Postup mizeme
rozdélit do nékolika krok:

1. PCR a priprava smési pro sekvenacni reakci. Pomoci dvojice primert amplifikujeme
vybrany tsek DNA. U slabych prouzka indikujicich nepfili§ efektivni PCR amplifikaci je
pfed sekvenovanim nutné purifikaci odstranit zbylé primery a neinkorporované nukleotidy
(ANTP). Pro néslednou sekvenacni reakci je pfidan pouze jeden primer (také koncentrace
vSech slozek, vcetné templatu a ANTP, musi byt pomérné piesné vybalancovana).

2. Cyklické sekvenovani (cycle sequencing). Modifikovand PCR reakce, pfi které jsou kromé
dNTP v  sekvenatni smési  pfitomny 1  fluorescenné  znaCené  ddNTP
(27,37-dideoxynukleotidtrisfosfaty). Pfi inkorporaci ddNTP do vznikajictho fet€zce DNA je
zamezeno jeho dalSimu prodluzovani. Vysledkem sekvenacni reakce je tak smeés rtizné
dlouhych fetézci DNA a kazdy je fluorescentn€¢ oznacen barvou podle toho, kterou bazi
kon¢i.

3. Purifikace produktu sekvenaéni reakce. Pfed analyzou na automatickém sekvenatoru je
treba produkty cyklického sekvenovani precistit, napt. na Sephadexu.

4. Sekvena¢ni analyza na automatickém sekvenatoru. PouZivame sekvenator ABI PRISM
3130xI firmy Applied Biosystems v Laboratofi genomiky, kterd je spoleénym pracovistém
PiF JU a Biologického centra AVCR a najdete ji v piizemi UMBR. V sekvendtoru jsou
produkty sekvenacni PCR rozdé€leny kapildrni elektroforézou a je mozno piecist posloupnost
jednotlivych bazi. Sekvenator umozni obvykle spolehlivé ¢ist cca 600-800 bazi (zélezi na
kvalité ptivodniho PCR produktu a na konkrétni sekvenci). Pokud chceme sekvenovat delsi
usek, je obvykle tieba provést dvé sekvenacni reakce s tzv. forward a reverse primerem, PCR
produkt bude osekvenovén z obou stran. Ziskané dil¢i sekvence se potom spoji dohromady
v pocitac¢i pomoci specidlizovanych programu.

V nasi laboratoii provddime pouze piipravu sekvenacni reakce. Dals$i kroky provadi jiz
samostatn¢ Laboratof genomiky jako soucést sluzeb, které jsou v cené sekvence.

A) PCR amplifikace

Viz obecny protokol k PCR, str. 13. Pro kvalitu sekvenovani je nutné, aby vzorek obsahoval
pouze jediny specificky PCR produkt, piip. aby byl specificky produkt alesponi vyrazné
intenzivnéjsi nez nespecifické produkty.

PCR produkt precistime, nejcastéji pouzivime enzymatické piecisténi (,,ExoSAP*,
protokol B), piip. Ize pouzit komerc¢ni kity (protokol C).
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Sekvenovani DNA

B) Enzymatické precisténi PCR produktu (Exo-SAP)

VyuZzivime kombinace 2 enzyml: Exo I (exonukledza I) $tépi jednovldknovou DNA (nein-
korporované primery), SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase) odstrani neinkorporované dNTP.
Postup

1) Do nové PCR zkumavky / PCR stripu ptepipetujeme 1,4 pul PCR produktu.

2) Pfidime 0,4 pl smési Exo-SAP, promichdme proklepnutim prstem a kratce sto¢ime
na stolni centrifuze.

3) Vzorky umistime do cykleru a spustime program s ndzvem ‘Exosap’, ktery zahrnuje
nasledujici kroky: 37°C — 15 min (pro aktivitu enzymu), 85°C — 15 min (inaktivace
enzymt), 15°C - hold.

C) Precisténi PCR produktu pomoci JETquick kitu (GENOMED)
GENOMED Jetquick PCR Purification Spin Kit vyuZivd tzv. ,spin column technique®,
tj. kolonky s membranou, na kterou se vdze DNA.

Obecné

e Pred zapocetim prace zkontrolujeme pfidani ethanolu (zaSkrtnuti policka na lahvicce)
do pufru H2, ptip. ethanol doplnime podle pokynt vyrobce.

e Do 1,5 ml eppendorfky odpipetujeme potiebny objem TE pufru (viz bod 9) a
piedehiejeme na 65°C v termobloku.

e Pokud jsou kdispozici, pouzivime recyklované kolonky (niz§i cena, jsou uloZené
v oznacenych saccich).

Postup

1) K PCR produktu pfiddme roztok H1 v pomé&ru 1:4 (napt. k 10 ul PCR produktu ptfiddme
40 pl H1) a dikladné€ promichdme na vortexu.

2) Kolonku s membranou vloZime do oznacené 1,5 ml nebo 2 ml eppendorfky bez vicka
(soucdast kitu), na kolonky piepipetujeme smes z piredchoziho bodu.

3) Centrifugujeme 1 minutu pfi 12 000 rpm.

4) Filtrat (to, co proteklo kolonkou) vylijeme do kadinky, DNA ziistala vizdna na membrané.

5) Vlozime kolonku zpét do 2 ml eppendorfky a ptidime 200 pl roztoku H2.
Pro purifikaci PCR reakce o objemu >25 ul je vhodnéjsi pouZit 500 ul roztoku H2.

6) Centrifugujeme 1 minutu pfi 12 000 rpm.

7) Filtrat vylijeme do kddinky (DNA vdzand na membrané je promyta).

8) Vlozime kolonku zpét do 2 ml eppendorfky a centrifugujeme 1 minutu pfi maximdlnich
otackach (13 800 rpm), abychom dikladné odstranili roztok H2 z kolonky.

9) Vlozime kolonku do nové oznacené 1,5 ml eppendorfky (neni soucdsti kitu) a pfimo
na stfed membrany pipetujeme 30 pl TE pufru predehiatého na 65°C.

10) Inkubujeme 5 min pii pokojové teploté.
11) Centrifugujeme 2 min pti 12 000 rpm (DNA je uvolnéna z membrany do roztoku).
12) DNA kratkodobé skladujeme v ledni¢ce, dlouhodobé pti —20 °C.

13) Kolonky z kitu po skonceni priace nevyhazujeme, vlozime je do lahve s 1M HCI
pro recyklaci.
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Sekvenovani DNA

D) Priprava vzorka pro sekvenovani DNA

Pro optimdlni pribéh sekvenacni reakce je potieba dodat optimdlni mnoZstvi PCR produktu a
zvolit sprdvny pomér koncentrace primeru ku PCR produktu. Zejména mnozstvi DNA je
dulezity parametr, pfiCemz nepiiznivé jsou vétsi odchylky obéma sméry, tedy malo / moc
DNA (zpisobuji mén¢ kvalitni az necitelné nebo pfili§ kratké nekompletni sekvence).

Nepurifikované vzorky nebo vzorky purifikované enzymatickym precisténim
PCR produktu (Exo-SAP)

e Purufikovat neni nutné vzorky, které meély na PCR gelu velmi silné prouzky. PCR produkt
muZeme rovnou pouZit pro piipravu sekvenace. Pro useky o délce <1000 bp pouZijeme
0,5 pul PCR produktu.

e Pro vzorky purifikované enzymatickym pieciStenim (Exo-SAP) pouzijeme u silnych
prouzk 0,5 pul PCR produktu, u slabsich prouzkii pouZijeme vice, napt. 2 pl nebo 4 pl.
Postup

1) Spocitime potiebné mnozstvi sekvenacniho primeru (v zdvislosti na koncentraci jeho
zéasobniho roztoku), do reakce ddvame 2,5 pmol primeru.

Napriklad pri standardni koncentraci 2,5 pmol/ul pouZijeme na reakci 1 ul primeru,
pri 5 pmol/ul pouZijeme 0,5 ul.
2) Dopocteme potifebné mnoZstvi sterilni vody tak, aby celkovy objem reakce byl 7,5 pl.

3) Do 0,2 ml eppendorfek pipetujeme vzorky pro sekvenovani, v poradi sterilni voda —
primer — DNA.

4) Poklepem na eppendorfku prsty promichdme a kratce sto¢ime na stolni centrifuze. Spolu
s vyplnénym sekvena¢nim protokolem (http://www.bc.cas.cz/img/laboratore/laborator-
genomiky-pozadavkovy-formular-pro-sekvenaci.doc) odneseme do sekven¢niho centra
v ptizemi UMBR AV CR.

Vzorky purifikované pomoci PCR purifikacniho kitu — napf. JETquick kitu
(GENOMED)

viz nésledujici strana
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Sekvenovani DNA

Vzorky purifikované pomoci PCR purifikacniho kitu — napf. JETquick kitu
(GENOMED)

Pro vzorky purifikované pomoci PCR kitu uddva poZadované mnoZzstvi DNA nasledujici
tabulka. Potfebné mnozstvi zdvisi na pouZzitém sekvenacnim kitu a ocekdvané velikosti
(délce) sekvenovaného tseku.

Sekvenéni centrum pouZzivd 2 sekvenacni kity. Standardné pouZivame k sekvenaci
3.1 Cycle Sequencing Kit, jehoZ nevyhodou ale je, Ze neni moZné pieCist prvnich
cca 30 pozic sekvence. Naopak 1.1 Cycle Sequencing Kit je lepsi pouZit, pokud je pro nds
dualezity poc¢atek sekvence studovaného dseku, ale nehodi se k sekvenovani delSich dsekli
DNA (coz je v ptipadé botanickych aplikaci vétSina).

Templat Mnozstvi
(Kit 3.1)
100-200 bp 0,5-1,5 ng
200-500 bp 1,5-5 ng
500-1000 bp 2,5-10 ng
1000-2000 bp 5-20 ng
>2000 bp 10-25 ng
Postup
1) Zméiime koncentraci preciSténé DNA pomoci spektrofotometru (viz str. 49)

2)

3)

4)
5)

6)

18

Spocitame, jaky objem daného vzorku potfebujeme, aby obsahoval dostatecné mnozZstvi
DNA. Drzime se spiSe na horni hranici rozmezi uvedenych v tabulce.

Napriklad mdme vzorek o koncentraci 16 ng/ul a potrebujeme do reakce 10 ng DNA.
Potiebujeme tedy 0,63 ul (= 10/16) z daného vzorku.

Dosavadni zkuSenosti ukazuji, Ze koncentrace namérené spektrofotometrem byvaji

« nadhodnocené (jde casto o malé koncentrace, které se méri spatné). Do reakce proto
miiZe byt vyhodné ddt i 2—3x vétsi mnoZstvi neZ by odpovidalo namérenym koncentracim,
presnou hodnotu je treba empiricky vyzkouset. PFi rutinnim pouZivdni urcitého postupu a
neproblematickych vzorcich lze dokonce méreni koncentrace zcela vynechat a pouZivat
vyzkouSené objemy vzorkii.

Spocitime potiebné mnozstvi sekvenacniho primeru (v zdvislosti na koncentraci jeho
zéasobniho roztoku), do reakce ddvame 2,5 pmol primeru.
Napriklad pri standardni koncentraci 2,5 pmol/ul pouZijeme 1 ul primeru, pri 5 pmol/ul
pouZijeme 0,5 ul.

Dopocteme potiebné mnozZstvi sterilni vody tak, aby celkovy objem reakce byl 7,5 pl.

Do 0,2 ml eppendorfek pipetujeme vzorky pro sekvenovani, v pofadi sterilni voda —
primer — DNA.

Poklepem na eppendorfku prsty promichdme a kratce stocime na stolni centrifuze a spolu
s vyplnénym sekvenanim protokolem (http://www.bc.cas.cz/img/laboratore/laborator-
genomiky-pozadavkovy-formular-pro-sekvenaci.doc) odneseme do sekven¢niho centra
v ptizemi UMBR AV CR.



Klonovani

Klonovani

Princip

Klonovani je klasickd metoda genového inZenyrstvi, pomoci které se vytvafi rekombinantni
molekula vnesenim fragmentu DNA do vektoru (plazmidu). Jednim z moZnych pouZziti je
namnoZeni a separace molekul heterogenniho PCR produktu, napf. u multi-copy useki
resp. vzorkd s vnitrogenomovou variabilitou, nebo u produkti kontaminovanych nezadoucim
produktem amplifikace.

Pro klonovani PCR produktli 1ze pouzit napi. pGEM-T Vector System I od firmy
Promega (obsahujici plazmid pGEM-T (viz obr.), T4 DNA ligézu, liga¢ni pufr a kontrolni
inzert). Tento vektor obsahuje poly-T pfesahy v klonovacim misté, které jsou kompatibilni
viuci A-pfesahim vytvafenym vétSinou termostabilnich polymerdz béhem PCR. ZvySuje se
tak ucinnost ligace PCR produktu do plazmidu. Vlastni pGEM-T vektor nese gen rezistence
vaci ampicilinu  (Amp), ktery umoZiuje piimou selekci transformovanych bakterii.
V klonovacim misté leZi gen kédujici ¢ast enzymu B-galaktosidasy (B-Gal), LacZ a-peptid.
Vlozenim PCR produktu do této oblasti, tzv. inzer¢ni inaktivaci LacZ a-peptidu, je poruSena
produkce o-peptidu a [-Gal se stdvd neaktivni. To umozZiiuje barevnou selekci
rekombinantnich klona (tzv. modro-bila selekce). Na miskdch ampicilinem vyrostou pouze
bakterie transformované plazmidem s rezistenci, v médiu je déle pfitomen substrat pro -Gal
(oznatovany X-Gal), ktery je v ptipadé aktivni B-Gal (nedoslo k inzerci PCR produktu do
plazmidu) pfeménén na nerozpustny modry produkt (modré kolonie), pokud neni
metabolizovan (doslo k inzerci PCR produktu), zistdva kolonie bil.

Obr. pGEM-T Vector. Inzert je vkladan do tzv. mnohondsobné klonovaci oblasti (MCS).
Tanese mnoZstvi restrikénich mist, které rovnéZ umoZziiuji vneseni inzertu vytvorené¢ho
Stépenim pomoci daného restrikéniho enzymu, a také ndsledné uvolnéni insertu pomoci
vystépeni danym restrikénim enzymem.
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A) PCR amplifikace

Viz obecny protokol k PCR. Pro omezeni vyskytu artefakti je vhodné minimalizovat pocet
PCR cyklt, pouzit 2x delsi ¢as cyklové elongace, a piipadné pouZit specidlni polymerazy
(proofreading apod.).
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Klonovani

B) Ligace

B1) Klasicky protokol podle vyrobce klonovaciho kitu

Tento postup nebyva pro nékteré typy inzerti ucinny. Pied ligaci je nutné PCR produkt
purifikovat PCR kitem.

Purifikace (JETquick Purification Kit, Genomed)

e Pred zapocetim prace zkontrolujeme pfidani ethanolu (zaSkrtnuti policka na lahvicce)
do pufru H2, pfip. ethanol doplnime podle pokynt vyrobce.

e Do 1,5 ml eppendorfky odpipetujeme potiebny objem TE pufru (viz bod 9) a
pfedehiejeme na 65°C v termobloku.

1) K PCR produktu pfiddme roztok H1 v poméru 1:4 (napt. k 10 pl PCR produktu ptiddme
40 pl H1) a dikladn€ promichdme na vortexu.

2) Kolonku s membranou vloZime do oznacené 1,5 ml nebo 2 ml eppendorfky bez vicka
(soucdast kitu), prepipetujeme do ni smés z predchoziho bodu.

3) Centrifugujeme 1 minutu pii 12 000 rpm.

4) Filtrat (to, co proteklo kolonkou) vylijeme do kddinky, DNA zistala vdzdna na membran¢.

5) Vlozime kolonku zpét do 2 ml eppendorfky a pfidame 200 pl roztoku H2.
Pro purifikaci PCR reakce o objemu >25 ul je vhodnéjsi pouZit 500 ul roztoku H2.

6) Centrifugujeme 1 minutu pii 12 000 rpm.

7) Filtrat vylijeme do kadinky (DNA vdzand na membran¢ je promyta).

8) VloZime kolonku zpét do 2 ml eppendorfky a centrifugujeme 1 minutu pfi maximdlnich
otackach (13 800 rpm), abychom dikladné odstranili roztok H2 z kolonky.

9) Vlozime kolonku do nové oznacené 1,5 ml eppendorfky (neni soucdsti kitu) a pifimo
na stied membrany pipetujeme 30 ul TE pufru predehidtého na 65°C.

10) Inkubujeme 5 min pii pokojové teploté.

11) Centrifugujeme 2 min pii 12 000 rpm (DNA je uvolnéna z membrany do roztoku).
12) Roztok s DNA naneseme zpét na kolonku.

13) Inkubujeme 10-15 min.

14) Centrifugujeme 2 min pii 12 000 rpm.

Meéreni koncentrace DNA

Viz obecny protokol k spektrofotometru Biowave II.

Vypocet mnozstvi DNA do ligaéni reakce.

hmotnost vektoru [ng] x velikost inzertu [kbp]

hmotnost inzertu [ng] =
[nal velikost vektoru [kbp]

xpomér mnozstvi (molar ratio) inzert : vektor

Napiiklad: mame 800 bp dlouhy klonovany tsek, standarni protokol udava na 1 reakci 50 ng
pGEM-T Easy Vector (Promega) o velikosti 3 kbp, pozadovany pomér inzert:vektor je 3:1.

hmotnost inzertu [ng] = 50 ng>x0.8 kbp ><g =40ng
3.0 kbp 1

Pouzivame reakce o sniZzeném objemu (pro uSetfeni), adekvatn¢ upravime objem inzertu, tedy
pro 1/4 reakci 10 ng, pro 1/2 reakci 20 ng.
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Piiprava liga¢ni smési

[chemikalie 1/4 reakce 1/2 reakce

2x ligaéni pufr (zvortexovany!)|1,25 pl 2,5 ul

pGEM-T Vector 0,25 wl 0,5 ul

T4 ligdza (nevynddvat z ledu!) 0,25 pl 0,5 ul

Inzert (PCR produkt) nutné spocitat — viz vySenutné spocitat — viz vyse
Sterilni H,O doplnit do 2,5 pl doplnit do 5 pl

|celkem 2,5 ul Sul

¢ Pracujeme ve Flow Boxu.

1) Piipravime liga¢ni smés podle tabulky pro piislusny pocet vzorkl + 1 rezerva. Liga¢ni pufr
je v alikvotech pro jednordzové pouziti — nespotiebované zbytky pufru vyhodime
(obsahuje ATP, které degraduje opakovanym rozmraZzovanim/zamrazovanim).

2) Smés jemné promichdme Spickou, sto¢ime a rozpipetujeme.

3) Ptfidame PCR produkt (inzert).

4) Inkubujeme pies noc v lednicce pii 4°C (mozno i 1h pfi pokojové teploté, ale je pak nizsi
ucinnost ligace).

B2) Protokol pomoci vyrezavani PCR produktu z low-melting agarosového gelu

Tento protokol bez problému funguje na vétSinu inzertd. Je U¢inny i u vzorkd s nizsi
koncentraci PCR produktu (slabé prouzky) a vyzaduje pouze relativné malé mnoZzstvi PCR
produktu. U vzorku s vice (pfip. nespecifickymi) PCR produkty také umoznuje samostatnou
ligaci vybraného konkrétniho prouzku. Nevyhodou je pouze relativné vysokd cena low-
melting agarosy.

1) Znové, nepouZité low-melting agarosy pfipravime 1,5 % gel v 1x TAE pufru (misto
obvyklého TBE). Po naliti nechdme gel asi 45 min tuhnout. Po ztuhnuti gel pfemistime do
elektroforézy a zalijeme 1x TAE pufrem.

2) Smichame 6 pl PCR produktu s 2 pl nandSeciho purfu s barvivem Sybr Green — oznaceno
,LD+SG*, a nechdme 10 min inkubovat. Naneseme na gel a spustime elektroforézu.

3) Pfipravime a popiSeme sterilni 0,5 ml zkumavky.

4) Béhem elektroforézy vytemperujeme termoblok na 65°C.

5) Gel v nalévaci vani¢ce opatrné pieneseme na modré svétlo. Pomoci skalpelu vyfizneme
cilové prouzky PCR produktu a opatrné je piemistime do pfipravenych 0,5 ml zkumavek.
Pracujeme s oranzovymi brylemi. Mezi jednotlivymi vzorky otirdme skalpel lihem!

6) Zkumavky s vyfizlymi prouzky inkubujeme na termobloku 10 min pii 65°C (roztaveni
agarozy).

7) Pracujeme ve flow boxu. Ptipravime a popiSeme novou sadu sterilnich 0,5 ml zkumavek.
Do kazdé zkumavky napipetujeme ,,melted gel mixture*:

SEErINT VO@ cceveeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 1,75 Wl
PGEM-T VEeCtor ......ccoovuveeviieiiieniieeenn 0,25 ul
vzorek — roztavend agarosa ............ceeeueeene. 1,25 pl

Smés ihned promichdme a inkubujeme na termobloku dal$ich 10 min pti 65°C.
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8) Pracujeme ve flow boxu a na ledu. Ve sterilni zkumavce pfipravime ligacni smés
pro piislusny pocet vzorku (neni nutné pocitat s rezervou):
2% ligacni pufr (zvortexovany!) .................. 2,5 ul
T4 ligaza (nevyndavat z ledu!)................... 0,25 ul
Rozpipetujeme do PCR zkumavek nebo stripti po 2,5 pl.
9) Kligacni smési ptiddme 2,5 pl ,,melted gel mixture”. Pfi pipetovani roztavené smési
pockdme po nabrani vzorku do Spicky pipety asi 3 sekundy, a teprve poté smichame
s ligacni smési (ochladnuti zabrani poskozeni T4 ligdzy). Thned promichdme pipetovanim.
10) Spustime program ,ligace16*: 12-14 h pii 16°C. Po ochlazeni bloku umistime zkumavky
do cykleru. Zbytky vzorkl vyiizlé z agarosy lze zamrazit pro piipadné opakovani.
11)Pfed transformaci zkumavky rozehiejeme 15 min pii 65°C (v cykleru nebo
na termobloku) a poté nafedime 20 pl sterilni vody (zabrani gelovaténi vzorku).

C) Transformace

1) Na ledu rozmrazime alikvot 100 pul kompetentnich bun€k E. coli, kmen K12, mod. DHa —
jeden alikvot vysta¢i na 2 klonované vzorky.

2) Pracujeme ve flow boxu a na ledu. Pro kazdy vzorek odpipetujeme do sterilni 1,5 ml
zkumavky 50 pl kompetentnich buné¢k. U vzorka ligovanych klasickym protokolem
piidame 2,5 pl ligaéni smési; u vzorkl ligovanych pomoci low-melting agarosy piidame
12,5 pl ligaéni smési.

Pokud pri klasickém postupu pouZijeme ligacni smés o objemu 5 ul, je mozné zbyvajici
¢dst zamrazit a pouZit na pripadné opakovdni.

3) Lehce proklepneme a kratce sto¢ime na stolni centrifuze. Inkubujeme 20 min na ledu
(dochazi ke stabilizaci smési).

4) Béhem inkubace vytemperujeme termoblok na 42°C.

5) Transformujeme pomoci teplotniho Soku: zkumavky inkubujeme 45 s pii 42°C
na termobloku, poté ihned umistime na led po dobu miniméln¢ 2 min. Netfepat!

D) Kultivace
1) Ke vzorku pfiddme 300 ul SOC média (pokojova teplota).

2) Zkumavky inkubujeme ve vodorovné poloze na tfepacce 45 min pii 37°C, 150 rpm
(obnova bunécné stény, aktivace fyziologickych pochodd, aktivace exprese gentt).

3) Pfipravime kultivacni misky s LB/Amp/IPTG/X-Gal. Tuhé LB médium rozehfejeme na
michacce a ochladime pod tekouci vodou - teplota média nesmi byt vysSsi 65°C.
Do 250 ml LB média ve flow boxu ptiddme ve 250 ul zadsobniho roztoku Amp (0,1g/ml).
Pted ztuhnutim médium rozlijeme do misek — pouZijeme mnozstvi, které pokryje celé dno
misky.

4) V 1,5 ml sterilni eppendorfce smichdme 64 ul X-Gal (12,5 mg/ml) a 3,5 pl IPTG (240
mg/ml) ze zasobniho roztoku, promichdme a naneseme na povrch tuhého média a pomoci
sterilni sklenéné kultivacni klicky rovnomérné rozetfeme na povrchu média v misce.
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5)

6)

7)

Na misku naneseme 100 ul suspenzni kultury transformovanych bakteridlnich bunék a
rovnéZ rozetteme. Mezi jednotlivymi vzorky klicku sterilizujeme namocenim do lihu a
opédlenim nad kahanem.

Eventuelné zakoncentrujeme centrifugaci po dobu 2 min pri 3980 rpm (= 1500xg).
Odpipetujeme cca 250 ul supernatantu, sediment pipetovdnim resuspendujeme ve zbytku
SOC média (cca 50 ul) a naneseme na misky.

Inkubujeme pii 37°C pies noc v termostatu (misky obrdcené dnem vzhuru). Nasledujici
den vyhodnotime kolonie.

Bakterie narostlé na povrchu LB/Amp média je mozné uchovavat po dobu nékolika tydnti
pii teploté¢ 4°C. Jsou vhodné pro piipravu tzv. bakteridlnich konzerv nebo pro dalsi
manipulace a analyzy, pfedevsim pak izolaci plazmidu ¢i pfimou PCR.

E) Pfima PCR

1y
2)

3)

4)

5)
6)

7)

8)

Do PCR striptli rozpipetujeme 40 pl zkldvované destilované vody.

Odebereme vzorky jednotlivych kolonii. Pracujeme ve flow boxu. Sterilnim pardtkem
pichneme do samostatné kolonie a pardtko smocime ve sterilni destilované vod¢ ve stripu.
Pouzitéd paratka odhazujeme do kadinky s koncentrovanym Savem.

Stripy inkubujeme pii 94°C 5 minut v cykleru (program ,,Denatur) — plazmidy se
z bakterii uvolni teplotni denaturaci.

Pripravime smés pro PCR podle obvyklého protokolu. Pro amplifikaci pouZijeme primery
SP6 a T7, které nasedaji na plazmid v t€sném okoli vklddaného inzertu:

PCR VOAa c.evveviiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeia, 1,3l
primer SP6 (5 pmol/pl)......ccccveeviieeniiennnenn. 0,4 ul
primer T7 (5 pmol/pil).....cceevvveeniieeiieenn. 0,4 ul
2x Plain PP Master MiX ......cccccceecvvveeenneen. 2,51

Promichame, krétce sto¢ime v centrifuze a po 4,6 ul rozpipetujeme do novych PCR stripti.

Do PCR reakce piidame 0,4 pl vzorku denaturované DNA z bakterii, zbytek zamrazime
pro piipadné dalsi pouziti. Promichdme proklepnutim prstem, kratce sto¢ime na stolni
centrifuze.

Spustime teplotni program ,,SP6_T7*. Po zahtati bloku termocykleru na ca 80°C vloZime
stripy do pfistroje a dotdhneme jeho viko. Teplotni profil:
1x 94°C 3 min
45x% 94°C 30s
50°C 1 min
72°C 1 min
1x 72°C 10 min
Ix 15°C hold

Vysledek PCR ovéfime na béZném 1-1,5% agarosovém gelu.

F) Likvidace GMO, archivace o nakladani s GMO

Pouzitd paritka vhazujeme do roztoku Sava. Pariatka, pouzité Spicky, zbylé suspenzni
bakteridlni kultury a misky s koloniemi klavujeme v kldvovacich pytlich. Vyplnime formuldfr
a protokol o pribéhu zaznamendavaného experimentu. Tyto dokumenty uchovdvame po dobu
10 let jak v elektronické, tak papirové podobé.
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ISSR, Inter-simple sequence repeat

Princip

Jde o metodu zaloZzenou na PCR, kterd vyuzivd mikrosatelitové sekvence jako primery
(16-25 bp). Mikrosatelity (simple sequence repeat, SSR) jsou sekvence opakujici jednoduchy
motiv n€kolika nukleotidi (1-6 bdze) nékolikrat za sebou. Tyto repetitivni jednotky se
vyskytuji ¢asto a ndhodné v celém genomu eukaryot. Pfi ISSR metod¢ dochdzi k amplifikaci
usekli DNA mezi dvémi stejnymi mikrosatelitovymi sekvencemi, které jsou umistény
vietézci DNA v opatném sméru. Vysledkem jsou rizné¢ dlouhé fragmenty DNA.
ISSR primery maji sekvenci komplementarni k sekvenci mikrosateliti. Na jejich konci byva
casto pfipojena ,.kotva®, tzv. anchor motiv, coZ jsou nejcastéji 1-3 baze odliSné od repetitivni
mikrosatelitni sekvence, které pfi PCR amplifikaci zajisti specifické nasednuti primeru na
konec mikrosatelitniho motivu. Produkty PCR amplifikace jsou vizualizovany na agar6zovém
gelu nebo v sekvendtoru. Vyslednd sada fragmentli odrdZi variabilitu v distribuci a délce
mikrosateliti v genomu. Obvykle testujeme vice primert a pro findlni analyzu vSech vzorkl
volime né&kolik, které poskytuji dostatecné€ variabilni a dobfe hodnotitelé vysledky. Analyzu
kazdého vzorku je nutné provést ve dvou nezavislych bézich (idedlné¢ vcetné opakované
izolace DNA), pfi vétSich sadach dat je nutné toto provést alesponl u reprezentativni Casti
vzorki (min. 10% a min. nékolik desitek vz.). Do statistického zpracovani se pak zahrnuji
pouze ,,prouzky®, které se objevi v obou téchto nezavislych opakovanich.

A) PCR amplifikace

1) Pfipravime PCR smés pro piisluSny pocet vzorkli + negativni kontrola + 1. Pracujeme
stile na ledu. Pro reakci o objemu 7,5 pl je sloZeni pro jeden vzorek nasledujici:

PCR vOda ....oooveeiiiiieieeeeeeee 1,55 ul
primer (2,5 pmol/pl) ..coovveieniiiiiiiiiieneee 1,8 ul
2x Plain PP Master MiX ......cccccccevvveenneennne 3,75 ul

2) Promichdme, krétce stoc¢ime na stolni centrifuze a rozpipetujeme po 7,1 pl do PCR stripi.

3) Piidame po 0,4 pul DNA vzorku. Promichdme poklepnutim prstem na strip a krétce
sto¢ime na stolni centrifuze.

4) Spustime odpovidajici teplotni program s pouzitim tzv. touchdown protokolu. Po zahiati
bloku termocykleru na ca 80°C vlozime stripy do pfistroje a dotdhneme jeho viko.

Priklad programu pro vzorky pouZité na praktiku (Spergularia, primery 11, 12 a OW3):

1x 94°C 3 min
5% 94°C 1 min
[Ty +5 az +1]°C 1 min pokles o 1°C / cyklus
72°C 2 min
33x 94°C 1 min
[T,]°C 1 min
72°C 2 min
1x 72°C 10 min
1x 15°C hold

T, je teplota annealingu, kterd je optimalizovand pro dany primer. Ptitouchdown
protokolu se prvnim cyklu za¢iné na teploté T, + 5°C, v ndsledujicich 4 cyklech je teplota
sniZzena vZdy o 1°C. Po prvnich 5 cyklech teplota ustdli na hodnoté T,, kterd je pouzita pro
zbyvajicich 33 cykla.

5) Po skonceni programu stripy vynddme z cykleru a kratce centrifugujeme.
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B) Elektroforéza a post-staining barveni

Pro gely s dostate¢né kvalitnim rozliSenim je nutné pouZzit nerecyklovanou agardézu a post-
staining (barveni gelu po skonceni elektroforézy). Ke vzorklim se pfed nanesenim piiddva
pouze modry nandseci pufr (v nasi laboratofi ozn. jako ,,LD*), tj. bez barviva GelRed nebo
Sybr Green! Také Zebiicek pouZijeme ve varianté bez barviva (zkumavka oznacend jako ,,JK
ladder*). Vlastni obarveni DNA se provadi az po skonceni elektroforézy v barvicim roztoku
I1xGelRed v IM NaCl. S barvicim roztokem zachdzime opatrn€ — je relativné drahy a nelze

s 2w

vyloucit ptipadné mutagenni ticinky barviva GelRed.

Pouze pro prvni testy primerti postacuje recyklovany gel a klasické barveni vzorkl
pomoci modrého nanaSeciho pufru obsahujicitho barvivo pro vizualizaci DNA (oznaceného
jako ,,GelRed").

Postup
1) Ptipravime velky 1,2 % agar6zovy gel z nové, nerecyklované agardzy.

2) Smichdme 1 pl modrého nandSeciho pufru bez DNA barvova (oznacen ,LD%)
s 3 ul PCR produktu, promichdme a naneseme na gel.

4) Jako zebricek pouZzijeme 4 pl 100 bp ladderu bez DNA barviva (,,JK ladder*) na obou
stranach gelu, pied a za vzorky.

5) Napéti nastavime na 80 V, elektroforézu nechdme béZet ptes noc (cca 12-14 h).

6) Po skonceni elektroforézy gel premistime do pfislusné vani¢ky oznacené jako ,,GelRed
poststaining®, zalijeme barvicim roztokem (1x GelRed v IM NaCl) a nechdme mirné
tfepat na ttepacce 20—45 min.

7) Potizujeme dvé fotky gelu, prvni na obvyklou expozici a druhou pieexponovanou
(vyniknou i slabsi, tj. méné amplifikované produkty).
8) Barvici roztok slijeme zpét do lahvicky a uschovdme pro dals$i pouziti (Ize pouzit

nekolikrat opakované). Vanicky na poststaining oplachneme destilovanou vodou. Gely po
vyfoceni vyhodime do smésného odpadu.
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Analyza mikrosatelitt

Princip

Mikrosatelitni DNA neboli mikrosatelity, také nazyvané STR (short tandem repeats) nebo
SSR (simple sequence repeats), jsou kratké segmenty DNA, ve kterych se mnohokrat opakuji
specifické motivy nukleotidovych sekvenci, napt. (A),, (AT),, (ATA),. Pocet opakovani
v konkrétnim mist¢ DNA — lokusu — definuje alelu. Mozny pocet alel zavisi na ploidnim
stupni jedince (kazdd sada chromozéml nese jednu alelu). Délku alel(y) zjistime PCR
amplifikaci daného lokusu pomoci primert pfiléhajicich k mikrosatelitni sekvenci.
Mikrosatelity v jaderné DNA (resp. jejich okolni sekvence a tedy primery) jsou ¢asto druhové
specifické, naopak chloroplastové mikrosatelity se vyskytuji v mistech mezi konzervovanymi
sekvencemi a lze je amplifikovat pomoci tzv. konsenzudlnich (univerzalnich) primerti. PCR
fragmenty pak rozdélime podle délky na gelu (denaturujici polyakrylamidovy gel) nebo v
automatickém sekvendatoru tzv. fragmentacni analyzou.

Jaderné mikrosatelity jsou povazovany za jedny z nejvhodnéjSich genetickych
markert diky jejich hojnému vyskytu v celém genomu, velké variabilit¢ (polymorfismu),
kodominantni dédi¢nosti a celkové spolehlivosti metody. V populaéni biologii nachédzi vyuziti
pfi identifikaci pfibuznych jedinct, analyzach rodiovstvi, aZ po odvozovani demografickych
parametrd.

A) PCR amplifikace

Pro amplifikaci konkrétniho useku DNA, ktery obsahuje mikrosatelitovou sekvenci,
pouzijeme dva specifické primery, z nichz jeden je fluorescen¢né znaceny. V PCR cyklech se
Casto pouZzivaji relativné kratké Casy elongace a denaturace (kratSi ¢asy jsou dostaCujici pro
amplifikaci obvykle kratkych SSR lokusi; zkraceni krokt urychli program). Pokud je tfeba
analyzovat vice mikrosatelitovych lokusii (Casto se analyzuje 8—10), je vyhodné pokusit se
sestavit tzv. multiplex PCR. Je to v podstat¢ béznad PCR reakce, do které piidame vice
primerovych paru najednou a amplifikujeme tak vice lokust v jedné PCR reakci. Mizeme tak
vyrazné& snizit finan¢ni 1 ¢asové ndklady. Musime vSak najit takovové kombinace lokust, aby
(1) primery mély pfiblizn€ stejnou teplotu annealingu, (2) vSechny primery v jedné PCR
reakci nevytvafely dimery, (3) lokusy s prekryvajicim se rozsahem délek fragmentl byly
oznaceny jinou fluorescencni barvou.

Postup

1) Pfipravime PCR smés pro piisluSny pocet vzorki + negativni kontrola + 1. Pracujeme
stale na ledu. Zkumavky s fluorescen¢né znaenym primerem obalujeme alobalem
(chranime pred svétlem). Pro reakci o objemu 15 pl je sloZeni pro 1 vzorek nésledujici:

PCR VOAA c.eeviiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee et 3,3l
forward primer (2,5 pmol/ul, fluor. znaceny) ........ 1,6 Wl
reverse primer (2,5 pmol/pl) ....cccoevevveeniiiinieeen. 1,6 ul
2x Plain PP Master Mix (Top-Bi0).......ccccceeeunennn. 7,5 ul

2) Promichame, kratce sto¢ime v centrifuze a po 14 ul rozpipetujeme do PCR zkumavek
nebo stripti.

3) Piidame 1 pl DNA, promichdame proklepnutim prstem, kratce sto¢ime na stolni centrifuze.
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4)

5)

Spustime odpovidajici teplotni program. Po zahiati bloku termocykleru na cca 80°C
vlozime stripy do pfistroje a dotdhneme jeho viko.

Priklad programu pro vzorky pouZité na praktiku (Euphrasia, primerové pdry Enel-Ene5):

1x 95°C 12 min

35x% 95°C 15s
[Ta]°C 15s (teplota je specifikd pro dany primerovy par)
72°C 15s

1x 72°C 10 min

1x 15°C hold

Po probéhnuti reakce otestujeme uspeSnost amplifikace na beézném (1.2-1.5%)
agarosovém gelu v TBE pufru.

B) Priprava na fragmentacni analyzu

1y

2)

3)

4)

Do 0,2 ml eppendorfky nebo stripu smichdme produkty z jednoho plivodniho vzorku
znacené rtznymi fluorescen¢nimi barvami, po 1 pl od kazdého. Promichdme, kratce
stocime na stolni centrifuze.

Jednotlivé barvy mohou mit ruznou prumérnou intenzitu fluorescence, pak je vhodné
poméry ve smési optimalizovat (napv. 2 ul pro slabéji svitici barvu, prip. ubrat vyrazné
intenzivnéjsi barvy).

Pfipravime si mix pro patfi¢ny pocet vzorkl + 1. Formamid je v laboratofi k dispozici
v alikvotech pro pfipravu 17 vzorkd; pracujeme v digestofi, formamid je tekavy
a jedovaty! Pro jeden vzorek:

Hi-Di formamid ..........cccoeiiiiiiiiiiiieeeee e 10 pl

GeneScan 600LIZ Size standrad.........ccceeeveeveeeunnnnn.... 0,25 wl
Smés dikladné promichdme a kritce stocime na stolni centrifuze. Rozpipetujeme po
10,25 ul do oznacenych 0,2 ml eppendorfek.
Pfiddme 1 pl DNA (smési PCR produktl), piip. jiné optimalizované mnoZstvi.
Promichame a kratce sto¢ime na stolni centrifuze. Takto pfipravené vzorky odneseme
do laboratofe genomiky.
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PCR-RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism)

Princip

Metoda vyuziva tzv. restrikénich endonukledz (restriktdz), které specificky Stépi retézec DNA
v urcité, tzv. cilové sekvenci. Postup se sklad4d z PCR amplifikace urc¢itého useku DNA a jeho
Stépeni vybranou restriktdzou. Restrikéni fragmenty délime elektroforézou podle velikosti.
Pokud PCR produkt obsahuje jedno Stépné misto, ziskdme dva kratSi fragmenty, pokud je
Stépnych mist vice, vznikd vice fragmentl. Restrikéni mista mohou mutacemi zanikat i
vznikat. Hleddme polymorfismus ve Stépnych mistech a ten pak interpretujeme jako
genetickou podobnost studovanych organismii. PCR-RFLP se nejcastéji pouziva v piipadech,
kdy se studované skupiny organismu (,,haplotypy* v ramci druhu, blizce piibuzné druhy,
apod.) lisi pfitomnosti restrikéniho mista, ale jinak jsou sekvence v ramci skupiny
+ homogenni. V takovém pfipad€ pritomnost restrikéniho mista indikuje ur€ity typ sekvence,
a zaroven je metoda technicky jednodussi, rychlejsi a levnéjsi nez sekvenovani. Predpoklad
sekvencni homogenity je klicovy, protoze mutace mimo sledované restrikéni misto
pii PCR-RFLP ,,nevidime*.

A) PCR amplifikace
e Viz protokol pro PCR (podle studovaného useku).

w2

e Uspssnost amplifikace ovéfime na b&zném 1-1,5% agarosovém gelu. Pro PCR-RFLP je
dulezité, aby byl na gelu pouze jeden specificky pruh (nespecifické produkty muzou
ztéZovat interpretaci restrikcnich fragmentti).

B) Restrikce
Obecné

e Pii piipravé restrikce vychdzime z ndvodu vyrobce daného restrikéniho enzymu, ve
kterém je vZdy uvedeno doporucené sloZeni restrikéni smési. Kazda restriktdza ma svij
specificky restrikéni pufr, ve kterém vykazuje optimélni aktivitu. Restrikéni pufry jsou
dodavany s piisluSnym enzymem a zajistuji stalé a optimalni pH b&hem restrikce. Stdlou
optimalni teplotu pro restrik¢ni reakci pak zajistime v termostatu nebo termocykleru.

® Pracujeme stidle na ledu, pfip. s enzymy v mrazicim stojanku. Enzymy vyjimdme
z chladného prostiedi pouze na dobu nezbytné€ nutnou a ihned vracime zpét.

Postup

1) Do sterilni eppendorfky pfipravime restrikéni smés, tj. sterilni voda, restrikéni pufr
a restrikéni enzym pro pfisluSny pocet vzorkl + 1.
Priklad restrikcni smési a postupu pro vzorky pouZité na praktiku (Spergularia,
chloroplastovy tisek tpoCl1, restrikce enzymem Pdml, firma Fermentas):

STETIINT VOA..ceiiieiieeee et 2,88 ul
restr. pufr Tango (10x koncentrovany)..................... 0,27 pl
PAmI (10 U/ P oo, 0,135 pl

2) Promichame proklepnutim prstem a kritce sto¢ime na stolni centrifuze.
3) Do jednotlivych PCR zkumavek nebo stripti rozpipetujeme po 3,285 pl.

4) Ptidame 0,9 pul PCR produktu, zkumavky promichdme proklepdnim prstem, kritce sto¢ime
na stolni centrifuze a vloZime na 8 h do termocykleru nastaveného na teplotu 37 °C.
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C) Elektroforéza a post-staining barveni

Pro gely s dostate¢né kvalitnim rozliSenim je nutné pouZit nerecyklovanou agarézu a post-
staining (barveni gelu po dojeti elektroforézy).

Postup

1) Pfipravime 1,2 % agar6zovy gel z nové, nerecyklované agardzy.

2) Smichdme 1,5 pl modrého nandSeciho pufru bez DNA barvova (oznacen ,L.D*)
s 3 ul PCR produktu, promichdme a naneseme na gel.

4) Jako zebricek pouZzijeme 4 pl 100 bp ladderu bez DNA barviva (,,JK ladder*) na obou
strandch gelu, pfed a za vzorky.

5) Napéti nastavime na 80 V, po vyjeti z jamek zvySime na 120 V, elektroforézu nechame
béZet cca 3 h.

6) Po skonceni elektroforézy gel premistime do ptislusné vani¢ky oznacené jako ,,GelRed
poststaining®, zalijeme barvicim roztokem (1x GelRed v IM NaCl) a nechdme mirné
tfepat na ttepacce 20—45 min.

7) Potizujeme dvé fotky gelu, prvni na obvyklou expozici a druhou pieexponovanou
(vyniknou i slabsi, tj. méné amplifikované produkty).

8) Barvici roztok slijeme zpét do lahvicky a uschovame pro dalSi pouziti (Ize pouzit

nekolikrat opakované). Vanicky na poststaining oplachneme destilovanou vodou. Gely po
vyfoceni vyhodime do smésného odpadu.

Uvedeny postup ELFO umoZznuje rozlisit pouze vyrazné odlisné fragmenty, rozdil musi byt
nejméné nékolik desitek bp. NeumoZnuje také detekovat fragmenty kratsi neZ cca 100 bp.
Pro vétsi rozliseni je moZné pouZit specidlni agarozu (v idedlnim pripadé se takto lze
dostat na rozliseni cca 20 bp) nebo denaturacni polyakrylamidové gely (v idedlnim
pripadé umoznuji odlisit i jednotky bp, v nasi laboratori je ale prozatim nepouZivdame).
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T-RFLP

Princip

Jednd se o metodu vhodnou zejména pro analyzu spoleCenstev. Pomoci fluorescencné
znaCenych primert specifickych pro danou studovanou skupinu organismu se naamplifikuje
dostatecn¢ variabilni isek DNA. Produkt amplifikace je Stépen jednim nebo vice restrikcnimi
enzymy. Vysledné délkove variabilni fragmenty (TRFs) jsou separovany a vizualizovany
fragmentacni analyzou, a hodnoti se jejich pfitomnost / nepifitomnost. Pti pouziti dvou
znacenych primert vznikaji z kazdé dil¢i molekuly DNA dva fragmenty.

A) PCR amplifikace

e Viz obecny protokol. Zkumavky s fluorescencné zna¢enym primerem obalujeme alobalem
(chranime pied svétlem). Je vhodné minimalizovat pocet PCR cykl.

e Uspé&Snost amplifikace ovéfime na béZném 1-1,5% agar6zovém gelu.

B) Precisténi PCR produktu pomoci JETquick kitu (GENOMED)

GENOMED Jetquick PCR Purification Spin Kit vyuZzivd tzv. ,spin column technique®,
tj. kolonky s membrinou, na kterou se vdze DNA.

Obecné

e Pred zapocetim prace zkontrolujeme pfidani ethanolu (zaSkrtnuti policka na lahvicce)
do pufru H2, ptip. ethanol doplnime podle pokynt vyrobce.

e Do 1,5 ml eppendorfky odpipetujeme potiebny objem TE pufru (viz bod 9) a
pfedehiejeme na 65°C v termobloku.

e Pokud jsou kdispozici, pouzivime recyklované kolonky (niz§i cena, jsou uloZené
v oznacenych saccich).

Postup

1) K PCR produktu pfiddme roztok H1 v pomé&ru 1:4 (napt. k 10 pl PCR produktu pfiddme
40 pl H1) a dikladné promichdme na vortexu.

2) Kolonku s membranou vloZime do oznacené 1,5 ml nebo 2 ml eppendorfky bez vicka
(soucdst kitu), prepipetujeme do ni smés z predchoziho bodu.

3) Centrifugujeme 1 minutu pfi 12 000 rpm.
4) Filtrat (to, co proteklo kolonkou) vylijeme do kddinky, DNA zistala vdzdna na membran¢.
5) Vlozime kolonku zpét do 2 ml eppendorfky a ptidime 200 pl roztoku H2.
Pro purifikaci PCR reakce o objemu >25 ul je vhodnéjsi pouZit 500 ul roztoku H2.
6) Centrifugujeme 1 minutu pfi 12 000 rpm.
7) Filtrat vylijeme do kadinky (DNA vadzand na membran¢ je promyta).

8) Vlozime kolonku zpét do 2 ml eppendorfky a centrifugujeme 1 minutu pfi maximdlnich
otackach (13 800 rpm), abychom dikladné odstranili roztok H2 z kolonky.

9) Vlozime kolonku do nové oznacené 1,5 ml eppendorfky (neni soucasti kitu) a pfimo
na stied membrany pipetujeme 30 ul TE pufru predehidtého na 65°C.

10) Inkubujeme 5 min pii pokojové teplote.
11) Centrifugujeme 2 min pii 12 000 rpm (DNA je uvolnéna z membrany do roztoku).

12) Kolonky z kitu po skonceni priace nevyhazujeme, vlozime je do lahve s 1M HCI
pro recyklaci.
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C) Restrikce
Obecné

e Pii piipravé restrikce vychdzime z ndvodu vyrobce restrikéniho enzymu, ve kterém je
vzdy uvedeno doporucené sloZeni restrikéni smési.

® Pracujeme stidle na ledu, pfip. s enzymy v mrazicim stojanku. Enzymy vyjimdme
z chladného prostiedi pouze na dobu nezbytné€ nutnou a ihned vracime zpét.
Postup
1) Do sterilni eppendorfky pfipravime restrikéni smés, promichdme proklepnutim prstem a
krétce stoCime na stolni centrifuze.
Priklad restrikc¢ni smési pro enzym Alul (firma Fermentas):
restr. pufr Tango (10x koncentrovany)...................... 0,5 ul
ATUL (10 U /L) e 0,25 pl
2) Do PCR zkumavek nebo stripti pipetujeme 4,5 pl purifikovaného PCR produktu.

3) Piidame ke vzorku 0,75 pl restrikéni smeési (celkovy objem reakce je 5,25 pl).
Promichame proklepnutim prstem a kratce sto¢ime na stolni centrifuze.

4) Zkumavky vloZime do cykleru a spustime program (,,rflp37st*: 37°C — 4 h, 65°C —
20 min).

D) Priprava na fragmentacni analyzu

1) Do 0,2 ml eppendorfky nebo stripu smichdme produkty z jednoho plivodniho vzorku
znacené rtznymi fluorescencnimi barvami, po 1 pl od kazdého. Promichdme, kratce
sto¢ime na stolni centrifuze.

Jednotlivé barvy mohou mit ruznou prumérnou intenzitu fluorescence, pak je vhodné
poméry ve smési optimalizovat (napr. 2 ul pro slabéji svitici barvu, prip. ubrat vyrazné
intenzivnéjsi barvy).

2) Pripravime si mix pro patficny pocet vzorkll + 1. Formamid je v laboratofi k dispozici
v alikvotech pro pfipravu 17 vzorkd; pracujeme v digestofi, formamid je tékavy
a jedovaty! Pro jeden vzorek:

Hi-Di formamid .........ooveeeeeiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeiieeeeeeeees 9,25 Wl
GeneScan 600LIZ Size standrad..........c..ccooevvvvunnnnnn... 0,25 wl
3) Smeés dikladné promichdme a kréitce sto¢ime na stolni centrifuze. Rozpipetujeme po
9,5 ul do oznacenych 0,2 ml eppendorfek.
4) Ptidame 0,5 pl DNA (smési restrikénich produkttll), pfip. jiné optimalizované mnoZstvi.
Promichdme a kratce sto¢ime na stolni centrifuze. Takto pfipravené vzorky odneseme
do laboratofe genomiky.
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AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)

Princip

Jde o restrik¢ni metodu, kterd umoziuje analyzu polymorfismu v celkové genomové DNA a
nevyZzaduje znalosti o struktufe geonomu. DNA je specificky Stépena dvéma riznymi
restrikénimi enzymy (restrikce; vétSina protokolt vyuziva restriktdzy Msel a EcoRI). Na
konce fragmentt jsou pfipojeny umélé tiseky DNA o zname frekvence, tzv. adaptory (ligace).
Pomoci primert komplementarnich k sekvenci adaptorti je pak z velkého mnoZstvi vzniklych
fragmentll pomoci dvou naslednych PCR (preselektivni a selektivni PCR amplifikace)
namnoZena jen Cast, teoreticky 1/4096, obvykle to znamend desitky aZ stovky fragmentli na
jeden par primert. Fragmenty jsou pak rozd€leny podle délky. V soucasnosti se pro druhou
PCR obvykle pouzivaji fluorescenéné znacené primery, coZ umoZziiuje rozdéleni fragmenti v
automatickém sekvendtoru. Sleduje se pfitomnost nebo neptfitomnost fragmentu urcité délky
(konkrétni délka se povazuje za ,,lokus*, pfitomnost / neptfitomnost pak za ,,alely*).

Metoda poskytuje dost vysokou miru variability na nizkych taxonomickych drovnich
(vnitrodruhov4, blizce pfibuzné druhy) a je dosti spolehliva. PouZiva se zejména pro studium
procestt v populacich, fylogeografii a odliSeni blizkych taxonli. Nevyhodou je pomérné
vysokd cena a ndro¢nost metody na kvalitu a mnozZstvi DNA a také dominantni charakter dat.

A) Protokol s vyuzitim AFLP kita od firmy Invitrogen
Obecné poznamky:

e NaSe Laboratot genomiky pouzivd 16 kapilarovy sekvendtor, proto musi byt vysledny
pocet vzorkil pro fragmentacni analyzu v nésobcich 16.

¢ Je moZzné analyzovat aZ 4 fluorescencni barvy najednou (za stejnou cenu), a to 6-FAM,
VIC, NED a PET. Ke vSem analyzam se ptidava velikostni standard 600LIZ.

e Béhem celého postupu pracujeme stile na ledu. Enzymy vynddvame z mrazdku
az tésné pred jejich pouzitim a ihned poté vracime zpét.

¢ Fluorescencné znacené primery chranime pied svétlem (zkumavky obalujeme alobalem
a ihned po pouZiti vracime do mrazdku do tmy). Pro praci pouzivame alikvoty.

Postup

1) Pro restrikci vyuZijeme AFLP® Core Reagent Kit I. P¥ipravime si restrikéni smés
pro patfi¢ny pocet vzorkll + 1. Vysledny objem smési je 2,5 pl na vzorek.

sterilnd HoO cooovveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee, 1,1 ul
5x Reaction buffer........cccccoeeeevvvvenennnnnn. 1,0 ul
EcoRI/Msel enzyme mixture................ 0,4 ul

2) Smés promichdme, kratce centrifugujeme a rozpipetujeme po 2,5 pl do PCR stripi nebo
0,2 ml PCR zkumavek.

3) Piidame 2,5 pl DNA nafedéné na koncentraci cca 100 ng/ul; vysledny objem 5 pl.
Promichame, krétce centrifugujeme na stolni centrifuze.
Uvedend koncentrace DNA plati pro pouze pro materidl pouZity na praktiku. Je nutno
optimalizovat, do reakce obvykle vstupuje 50-250 ng DNA.

4) Vlozime do termocykleru a inkubujeme 3 hodiny pii teploté¢ 37°. Do termocykleru
vloZzime vzdy i zbytek restrikéni smési jako samostatny ,,vzorek®, slouzi jako slepa
kontrola.
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5) Pro ligaci vyuZijeme AFLP® Core Reagent Kit 1. Piipravime si ligadni sm&s pro patfiény
pocet vzorku + 1. Vysledny objem smési je 5 pl na vzorek.
Adaptor/Ligation Solution ................... 4,8 ul
T4 DNA 11gaS€ ..coovvvveviieeiieeiieeeiieens 0,2l
6) Smés promichdme, kritce centrifugujeme a ptidime po 5 pl ke vzorkiim po restrikci
(vCetné slepé kontroly); vysledny objem 10 pl.
7) VloZime do termocykleru a spustime program pro ligaci: 12 hodin pfi teploté 37°.

Je idedlni, aby restrikcni a legacni krok na sebe bezprostiedné navazovaly. kvuli tispore
Casu se snazZime ligaci spustit odpoledne a nechat probéhnout pres noc, aby bylo moZné
rdno pokracovat preselektivni amplifikaci. Délku restrikce a ligace je nékdy nutné
optimalizovat pro konkrétni studovany materidl.

8) Po probé¢hnuti reakce otestujeme uspésnost restrikce / ligace na 1,5 % agarosovém gelu
(Ize pouzit i recyklovany). NandSime 2 pl smési po ligaci spolu s 0,8 pl modrého
naniseciho pufru (,,GelRed*) a 3 pul 100 bp ladderu. Na gelu by mél byt vidét smear
restrik¢nich fragmentii (zejména v oblasti 50—-1000 bp) a nemély by zde vyrazné svitit
nenaligované adaptory. Na gel vzdy nanasime i slepou kontrolu, kterd by obsahovat pouze
nevyuzité adaptory.

9) Pro preselektivni amplifikaci vyuZijeme AFLP® Pre-amp Primer Mix I (obsahuje primery
a dNTP). Piipravime si smés pro patiicny pocet vzorka + 1. Vysledny objem smési je
4,6 ul na vzorek.

PCR buffer (10X) ...ccceoveeiiiiiieienicneeecceceeee e 0,5 ul
DNA polymerasa (Sigma JumpStart REDTaq) (1 U/ul).... 0,1 pl
10) Smés promichdme, kratce centrifugujeme, a rozpipetujeme po 4,6 ul do PCR stripi nebo
0,2 ml PCR zkumavek. Zbytek preamplifikacni sméesi pouzijeme jako slepou kontrolu.

11) Pfidame 0,4 pul DNA po ligaci; vysledny objem 5 pl.
12) Zbytek ligacni reakce zamrazime pii -20°C pro ptipadné opakovéni.
13) VloZime do termocykleru a spustime program pro preselektivni amplifikaci:

1x 72°C 2 min
20x 94°C Is
56°C 30s
72°C 2 min ramping 2°C/s
1x 60°C 30 min
Ix 10°C hold

14) Smés po preselektivni amplifikaci nafedime 10x (2 pl preamplifikaéni smé&si + 18 pl
sterilni H,O).

15) Usp&snost preselektivni amplifikace ovéifme na 1,5 % agarosovém gelu (Ize pouZit
i recyklovany). Nanasime 2 pl (nefedéné) preamplifikacni smési spolu s 0,8 pul modrého
nanaseciho pufru (,,GelRed*) a 3 pul 100 bp ladderu. Na gelu by mél byt vidét smear
preamplifikacnich fragmentt, na né€kolika mistech intenzivnéjsi, slepa kontrola by méla
byt bez PCR produkt.
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16) Pfipravime si mix pro odpovidajici pocet vzorkli + 1. Obvykle délame pro kazdy vzorek
4 varianty, které se 1iS{ pouZitymi primery (neznaceny Msel a Ctyfi rGzné fluorescencné
znacené EcoRI). Vysledny objem smési je 7,5 ul na jeden vzorek v jedné variant¢.

Serilng HoO oovoieeieeeeeeeeeeeeeee et eeees 5,1l
PCR buffer (10X) ..ooovieeiieeieiiee e 1l

ANTP (10 MM) oot 0,2 pul
EcoRI primer (1 pmoOl/pl) ..ooovviieiiiiiiiiiiieiiieeieeeeeee 0,5 ul
Msel primer (5 pmol/pl) ....ooovviiieiiiiiiiiiiieeieeeieeeeeee 0,5 ul

DNA polymerasa (Sigma JumpStart REDTaq) (1 U/ul).... 0,2 ul
17) Smés promichdme, kratce centrifugujeme a rozpipetujeme po 7,5 ul do PCR stripi nebo
0,2 ml PCR zkumavek. Nevyuzity zbytek kazdého mixu pouZijeme jako slepou kontrolu.
18) Pfidame 2,5 pl fedéné DNA po preselektivni amplifikaci, vysledny objem smési 10 pl.
Promichame, krétce centrifugujeme.
19) VloZime do cykleru a spustime program pro selektivni amplifikaci:

1x 94°C 2 min

65°C 30s

72°C 2 mins ramping 2°C/s
8x 94°C Is

64-56°C  30s touch-down by 1°C

72°C 2 min ramping 2°C/s
23x 94°C Is

56°C 30s

72°C 2 min ramping 2°C/s
1x 60°C 30 min
1x 10°C hold

20) Usp&snost selektivni amplifikace ovéfime na 1,5 % agarosovém gelu (lze pouZit i
recyklovany). Nandsime 2 pl (nefedéné) preamplifika¢ni smési spolu s 0,8 pl modrého
naniseciho pufru (,,GelRed*) a 3 pul 100 bp ladderu. Na gelu by mél byt vidét smear
fragmentli, piip. n€kolik intenzivnéjSich zoén, slepd kontrola by méla byt bez PCR
produktii.

21)Pokud budeme ihned pokracovat piesrdZenim vzorku a pfipravou pro fragmentarni
analyzu, piejdeme k ndsledujicimu kroku (doporuceno). Pokud nelze ihned pokracovat,
zamrazime selektivni amplifikaci pii -20°C.

22)Do 0,2 ml eppendorfky nebo stripu smichdme produkty z jednoho puvodniho vzorku
znacené ruznymi fluorescencnimi barvami, po 1 pl od kazdého.
Jednotlivé barvy mohou mit ruznou prumérnou intenzitu fluorescence, pak je vhodné
poméry ve smési optimalizovat (napr. 2 ul pro slabéji svitici barvu, prip. ubrat vyrazné
intenzivnéjsi barvy).

23)PokraCujeme presrazenim vzorku octanem sodnym (protokol B) a pfipravou
na fragmentacni analyzu (C).
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B) Presrazeni octanem sodnym
Obecné poznamky:

e Pracujeme na ledu. VSechny centrifugaéni kroky probihaji pti 4°C v predem
vychlazené centrifuze.

e Presrazeni pred fragmentaCni analyzou lze u nékterého materidlu vynechat, to je ale
tteba vyzkouset. Podle dosavadnich zkuSenosti v nasi laboratofi ale v ptipad¢ AFLP
byvaji vysledky s pfesraZenim lepsi.

Postup

1) Na sténu 1,5 ml eppendorfky (do spodni ¢asti, ale ne zcela na dno) pipetujeme 1 pl
3M octanu sodného.

2) Do kapky octanu sodného pfidame 3 pl smési DNA po selektivni amplifikaci.
3) Piidame 25 pl 96% ethanolu (¢istého, nedenaturovaného!).

4) Promichame na vortexu, kratce sto¢ime na stolni centrifuze.

5) Nechame stat 20 min v mrazdku pii —20°C.

6) Centrifigujeme 30 min pfi maximdalnich otackdch (13800 rpm). Eppendorfky v centrifuze
orientujeme do stejné pozice, abychom méli DNA usazenou vZdy na stejném misté.

7) Pomalu a opatrné slijeme supernatant, DNA zlstdva usazend na stén¢ eppendorfky.

Pri prudkém sliti by mohlo dojit k odloupnuti usazené DNA a tedy ztrdté vzorku.
«  Pracujeme proto pomalu a vylévame opacnou stranou eppendorfky neZ na které
Jje usazen vzorek. TotéZ v bode 10.

8) Ptidame 100 pl 70% ethanolu.
9) Centrifigujeme 5 min pfi maximélnich otd¢kach (13800 rpm).
10) Pomalu a opatrné slijeme supernatant, DNA zlstdva na sténé eppendorfky.

11) Oteviené eppendofky nechdme stat ve stojanku 5 min pfi laboratorni teplot¢ a nasledné
dosusime 10 min v termobloku pii 65°C. Ve vzorcich nesmi zbyt Zaddny ethanol.

12) V tomto stavu lze vzorky skladovat aZ n€kolik dnl v lednici pii 4°C. Obvykle ale ihned
pokracujeme piipravou na fragmentacni analyzu (protokol C).

C) Priprava pro fragmentacni analyzu
1) Pfipravime si mix pro patfi¢ny pocet vzorkli + 1. Formamid je v laboratofi k dispozici
v alikvotech pro piipravu 17 vzorkt; pozor, je t€kavy a jedovaty! Pro jeden vzorek:

Hi-Di formamid ........coovueeeeiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeee, 10,25 ul
GeneScan 600LIZ Size standrad.........cc..cooovvvvvunnnnnn... 0,25 ul
2) Smés rozpipetujeme po 10,5 pl do eppendorfek s piesraZenymi vzorky
3) Promichdme, kratce stoime a piepipetujeme vzorky do oznacenych 0,2 ml eppendorfek.
Takto ptipravené vzorky odneseme do laboratoie genomiky

Pri vynechdni presrdZeni rozpipetujeme smés rovnou po 10,5 ul do 0,2 ml eppendorfek a
priddme po 1 ul vzorku (smési PCR produktii).
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Isozymy (allozymy)

Princip

Analyza isozymi sleduje variabilitu na drovni proteinti, konkrétné urcitych enzymu, které
jsme schopni specificky detekovat. Ackoliv se v molekule proteinu diky degeneraci
genetického kédu neprojevi vSechny zmény ve struktufe DNA, lze obvykle najit enzymy,
které: (a) jsou u studovanych organismi v riznych jedincich/populacich/taxonech zastoupeny
riznymi formami, které se liSi pohyblivosti pfi elektroforéze a (b) a tyto rozdily jsou dédi¢né.
K detekci vyuzivame tzv. histochemické barveni, pfi kterém nedetekujeme piimo molekuly
proteinu, ale detekujeme projevy reakce katalyzované zkoumanym enzymem — v misté
aktivity enzymu vznikd barevnd zdéna. VéEtSina pouZivanych enzymi patii mezi enzymy
zékladniho metabolismu, které jsou zastoupeny u Siroké skaly organismu. Tyto enzymy (resp.
geny je koédujici) pod velkym selekénim tlakem (musi v organismu fungovat), proto lze
ptedpokladat, Ze pfipadné riizné jejich formy enzymu jsou + selekéné neutrdlni. To je idedlni
stav pro vypocet popula¢né-genetickych parametri, cozZ je spolu s identifikaci klonti zdkladni
pouziti této metody v botanice.

A) Extrakce vzorkli

Odbér vzorku v terénu:

¢ Isozymy izolujeme z Cerstvého Zivého materidlu, obvykle z listhl (vétSinou nékolik mélo
cm?). Tkati by méla byt byla zdravé, bez parazitd, a v dobrém fyziologickém stavu
(nezvadnutd, nepfemrzl4, apod.).

¢ Thned po odbéru ukldddme vzorky do plastikovych sackil (zip-lock), podle potieby
navlhé¢ime, uchovdvdme pokud moZzno v chladu (pfenosna lednice, termoska s ledem
apod.) Vzorky co nejrychleji dopravime do laboratote k dalSimu zpracovani

Obecné poznamky k izolaci:

e IzolaCnich pufra (slouzi ke stabilizaci pH a obvykle obsahuji antioxidanty a dalsi
stabilizujici latky) je mnoho, vhodny pufr je tfeba pro dany materidl vyzkousSet. Predpisy
pro 4 nejCastéji pouzivané v nasi laboratofi viz Roztoky a pufry, str. 57 .

e VétSinou je vhodné pridat ke vzorku malé mnozstvi Dowex-Cl, optimalni mnoZstvi je
tieba vyzkousSet (sniZuje intenzitu pozadi na gelech, ale miZe sniZovat i aktivitu enzymi).

e Piedem si oznac¢ime Cisly vzorkl 1 sérii 1,5 ml eppendorfek a 3 série 0,5 ml eppendorfek.

® Jzolace vyzaduje dikladné chlazeni. Pracujeme na ledu, pfed zacatkem izolace dame
vychladit centrifugu na 4°C a pribeéZzné€ chladime tfeci misky a tloucky.

Postup:

1) Do vychlazené tieci misky v ledu vloZime cca 0,05 g rostlinné tkané (obvykle nékolik
mélo cm? listu)

2) Pridame 500 pl vychlazeného izola¢niho pufru (uchovavdme v kadince v ledu) a ptipadné
Spetku Dowex-Cl.

3) Tlouckem homogenizujeme rostlinny materidl, tuhé listy dopfedu nastithdme na malé
kousky.

4) Homogenat prepipetujeme (Spicky s ustfiZzenym koncem) do 1,5 ml eppendorfky.

5) Centrifugujeme v centrifuze vychlazené na 4°C, 10 minut pii 13800 rpm.
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6) Supernatant rozpipetujeme do 0,5 ml eppendorfek po 100 pl, obvykle vychazi 2 série
piesné a tfeti s proménlivym objemem (zbytek).

7) Vzorky skladujeme v —80°C (v tomto stavu lze uchovavat rok i déle; pro kratkodobé
skladovani 1ze pouZit i —20°C).

B) Priprava aparatury a skel pro elektroforézu

obecné poznamky

Akrylamid je pred zpolymerovdnim velmi jedovaty (neurotoxin). Pri manipulaci s
s nim a s predméty, které s nim prisly do styku (skla, stojdnek, apod.) dbame zvysené
opatrnosti a pracujeme zdsadné v rukavicich a plasti. Veskeré kontaminované predméty co
nejdrive oplachujeme vétsim mnoZstvim vody. Odpadni roztoky obsahujici akrylamid
(napr. nezpolymerovany zbytek roztoku pro pripravu gelu) musi byt skladovdany ve zvldstni
lahvi a zlikvidovdny jako nebezpecny odpad, nikdy je nevylévdame do béiného odpadu.
Polyakrylamid je netoxicky, ale protoZe polymerace nikdy neprobéhne dokonale, mohou byt
na gelech i aparature byt zbytky nezpolymerovaného akrylamidu a proto i se ztuhlymi gely
pracujeme zdsadné v pldsti a v rukavicich.

e Aparatura v laboratoti (Hoefer 600SE) umoZiiuje pouZivat najednou 1, 2 nebo 4 gely,
standardn¢ 28 jamek / gel.

e Standardn¢ pouzivame diskontinudlni gely sloZené ze spodniho 8,16% separacniho gelu a
4% zaostrovaciho (koncentra¢niho) gelu.

e QGely (nebo alesponi separacni gel) je pro dsporu ¢asu doporuceno pripravit odpoledne pied
analyzou a vychladit pies noc v lednici.

sestaveni skel

1) Do nalévaciho stojanku umistime tésnici vlozky (,,gumovou* stranou nahoru), stojanek
umistime do misky, kterd by zachytila akrylamid v pfipad¢ netésnosti.

2) Skla zkontrolujeme, pokud jsou zneciSténd, omyjeme destilovanou vodou a lihem
a nechdme oschnout. Spacery a hiebeny omyjeme lihem, nechdme uschnout.

3) Na krats$i strany vnéjsiho skla (bez vytezu) polozime par spacerli, na né¢ poloZime vnitini
sklo (tenci, s vyfezem), na n¢j opét par spacerti a na n¢ druhé vnéjsi sklo.
Tento postup plati pro 4 gely, pripravujeme 2 , sendvice”. Pri analyze 2 gelii
pripravujeme rovné? 2 , sendvice” (bez vnitinich skel), nikoliv jeden , sendvic“ pro
dvojici gelii najednou. Pri analyze 1 gelu nahrazujem v aparatuie druhy ,, sendvic*
sklenénou deskou, kterd je soucdsti vybaveni.

4) Nasadime na pfipraveny ,,sendvi¢* upinaci ndstavce a krajni Srouby lehce dotdhneme.

5) Zvedneme ,,sendvic* do vertikdlni polohy, postavime na spodni stranu, povolime Srouby
a srovname skla a spacery do krajnich poloh. Lehce pfitdhneme krajni Srouby, skla
oto¢ime a postup opakujeme s horni hranou. Opakujeme tak dlouho, nez jsou spacery
zcela na kraji a spodni a horni hrany skel a spacerti zcela v roving.

Diikladné zkontrolujeme, nepresné sestaveni skel by mohlo vést k netésnosti
e aparatury a vytékani akrylamidu nebo elektrodového pufru.

6) Priméfené dotdhneme bocni Srouby a spodni hranu skel namazeme vazelinou (pfi rutinnim
zvladnuti postupu lze vynechat). Skla postavime zpé€t do stojanku.

7) Do otvori na stojanku vloZime utahovaci koliky, delsim koncem dold. Plynulym pohybem
utdhneme oba koliky najednou stejnym smérem o 180°, skla se mirn€ zaboii do podlozky.
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priprava gela
8) Na skla ud€lame fixem znacku 2,2 cm od horniho okraje

9) Do 1,5 ml eppendorfky si pifipravime 10% roztok APS (ammonium persulfate), ktery

s~ s

nelze dlouhodobé skladovat. Vazime na analytickych vahach.

1 gel 2 gely 4 gely
APS 0,022 g oo 0,033 g .couenee. 0,067 g
destilovand voda ........ccccceeviieenieennn. 200 pl e 300 pl e 600 pl
10) Do vysoké 250 ml kadinky pfipravime nésledujici smes podle mnozstvi geli:
Pufr pro separacni gel ....................... 6,75 ml ............... 13,5ml ............. 27 ml
Zasobni roztok Akrylamid + BIS ..... 4,75ml ..o, 95ml ........... 19 ml
destilovana voda ......ccceeeevevevivninnnnnnn.. 11,5ml ................ 23ml ..o 46 ml

Roztok akrylamidu ptiddvame opatrné pipetou (napt. 4x po 4.75 ml).

11) Opatrné michdme krouzZenim (nedélat bubliny, kyslik brzdi polymeraci), dokud roztok
nebude homogenni (nebudou v ném viditelnd ,,vldkna“ akrylamidu).

12) Pfidame posledni dv¢ latky, které spousti a katalyzuji polymeraci:
10% APS ...oooiiieeee 108 pl e 215 pl e 430 pl
10% TEMED ......cccooveiiiiniiieienne. 108 pl ..o 215 pl e 430 pl

12) Opatrné promichdme a ihned naléviame gel po znacku. Nabereme roztok do stiikacky,
piiloZime na okraj skel a spustime jednu vétsi kapku po spaceru. AZ dosdhne dna skel,
plynulym proudem nalévame roztok az po znacku. Kontrolujeme, jestli nevznikaji bubliny
(ptip. je vyZeneme na hladinu a nechdme prasknout).

13) Po naliti vSech geli ihned pievrstvime roztok akrylamidu destilovanou vodou. Nabereme
vodu do 5 ml $picky a pomalu vypoustime po jednom spaceru. Voda se nemisi s roztokem
akryalmidu a vytvaii ,klin“ na hladin€, pfestaneme piidavat, az Spicka klinu dosédhne asi
1-2 cm od druhého spaceru.

14) Nechame gel i zbytek roztoku v kddince cca 1 hodinu polymerovat. Béhem této doby
pfipravime elektrodovy pufr a aparaturu (viz nize)

15) Po zpolymerovani gelu odsajeme injekcni stiikackou vodu nad nim. Obsahuje 1 zbytky
nezpolymerovaného akrylamidu, zachdzime s ni jako s nebezpe¢nym odpadem a slévame
do zvlastni 1dhve! Stejn€ zachdzime s nezpolymerovanym zbytkem v kadince!

16) Do vysoké 100 ml kadinky pfipravime nasledujici smés pro koncentracni gel:

1 gel 2 gely 4 gely
Pufr pro koncentraéni gel .................. 45ml ..o Oml ... 18 ml
Zasobni roztok akrylamid + BIS ....... 0,5ml ..coovvnennnnnnn. ITml e, 2 ml

17) Opatrné promichdme krouzenim, pifidime posledni dveé latky, které katalyzuji
polymeraci:
10% APS ..o 30l e 60 ul ..o 120 pl
10% TEMED ......cccooiviininiinieiennens 30l e 60 pul ..o 120 ul

18) Opatrné promichdme a ihned nalévame gel do drovné vyfezl ve vnitinim skle (resp. asi
5 mm pod okraj skel pfi nalévani jediného gelu v sendvici)

19)Mezi skla zastréime hiebeny. Pfi pouziti ¢ty gelti srovndme hiebeny tak, aby jamky
vramci jednoho sendvi¢e byly prfesn€é za sebou (usnadni to nanaSeni vzorku).
Zkontrolujeme, jestli nezlstaly bubliny pod zuby hieben.
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20) Nechame gel a zbytek v kadince nejméné 1 hodinu polymerovat. Béhem této doby
dokoncime piipravu aparatur a pufri.

21)Po zpolymerovani gelu opatrné¢ vyjmeme hiebinky (pozor na poSkozeni jamek!). Zbytky
roztoku co nejrychleji odsajeme injekéni stitkaCkou. Roztok obsahuje zbytky
nezpolymerovaného akrylamidu, zachdzime s nim jako s nebezpecnym odpadem,
vypoustime do kadinky a slejeme do zvlastni lahve!

22) Jamky ihned naplnime elektrodovym pufrem.
23) Injekeni stiikackou vysajeme pufr z jamek (nyni jiz s nim zachdzime jako s b&Znym
odpadem) a jamky znovu naplnime elektrodovym pufrem.

2\ 2.

24) Pokud ihned nenanasime vzorky, ptekryjeme horni hranu gelti alobalem, aby nevysychaly,
a dame chladit do lednice.

priprava aparatury

25) Piipravime elektrodovy pufr (viz Roztoky a pufry, str. 58)

26) Naplnime spodni vanu elektroforézy:

elektrodovy puft.....cccceeevveevieeecieennnnn. 2,41
destilovand HyO.......oeoeeevvvviiiiiiiiiiennnenns 1,81

27)Vanu elektroforézy umistime do vétsi plastové vany a vlozime do lednice
pro elektroforézu. Do vany zasuneme sklenény vyménik tepla a vloZime magnerické
michadlo. Nechdme vychladit pfes noc (v lednici, pii vypnutém dodatecném chlazeni).

C) Nanaseni vzorku a elektroforéza

1) Zapneme vné&jsi chlazeni (spina¢c na boku pro chlazeni + zapojeni kabelu pumpy
do elektrické sit¢) a zapneme magnetické michadlo.

2) Aparaturu elektroforézy v lednici obsypeme ledem.

3) Dame rozmrazit vzorky (trva asi 15-20 minut), rozmraZujeme pomalu, voln¢ poloZené
na ledu, ob¢as promichdme. Po rozmrznuti uchovavame na ledu!

4) Tésné pred nandSenim vzorkii vynddme z lednice stojanek s gely, doplnime do jamek
vychlazeny elektrodovy pufr az po okraj, obloZime chladitky.

5) Mikrostiikackou (,,Hamiltonkou*) nandsime 10 pl vzorku (piip. optimalizovany objem).
Mezi vzorky mikrostiikacku proplachneme destilovanou vodou z kadinky.
Pracujeme co nejrychleji, aby se vzorky co nejméné ohrdly. Obvykle nandsime
« navSechny gely stejné vzorky ve stejném poradi — nabereme tedy objem vzorku
najednou pro vSechny gely (obvykle 40 ul) a naneseme postupné na vsechny gely.

6) Do vyfezli na spodni stran¢ horni vany elektroforézy vloZime tésnici vlozky. Vyiezy
nejprve postiikime malym mnozstvim destilované vody, kapky rozetfeme do plochy a na
né tésnéni ,,prilepime*™.

7) Na horni hranu skel nasadime horni vanu elektroforézy. Povolime Srouby drzici gely
ve stojanku (plynulym pohybem k sob& oba Srouby najednou o 180°; delsi konec bude
nakonec mifit dolf) a vyjmeme je z otvortl. Srouby vlozime do otvort v horni vané del$im
koncem nahoru a pfitdhneme plynulym pohybem o 180° (delsi konce dol).

8) Horni vanu s gely vloZime do spodni vany, vyménik tepla zlistane mezi gely.

9) Nalijeme elektrodovy pufr do horni vany. Pufr nalévame nejprve do stiedu vany a pomalu
zaplavujeme Stérbiny spojujici vanu s gely. Pufr nalévame do vysky asi 1 cm nad dréatek
(elektrodu) vprostied vany.
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10) Vanu pfikryjeme vikem, otvory ve viku musi dosednout pfesn€ na konce elektrod.
11) Pfipojime elektroforézu na zdroj elektrického proudu, dbame na spravnou polaritu.

12) Zapneme elektroforézu na konstantni proud 80 mA, po ustdleni (cca po 1 min.)
zaznamename do protokolu hodnotu proudu, napéti a vykonu.

13) Pravidelné kontrolujeme prab¢h elektroforézy (¢elo, mnozstvi pufru v horni vang).
14) V priib¢hu elektroforézy si pfipravime pufry a barvici roztoky pro detekci isozymd.

15) Ve chvili, kdy zbarvené celo elektroforézy dosdhne asi 0,5-1 cm od spodniho okraje (asi
4:30-5 hod.), vypneme zdroj elektfiny a odpojime elektroforézu od zdroje. Do protokolu
zaznamename celkovou dobu elektroforézy a koncové hodnoty proudu, napéti a vykonu.

D) Detekce isozymui (barveni)

obecné poznamky

e Nckteré chemikdlie pouzivané k histochemickému barveni jsou jedovaté, pracujeme
zéasadné v rukavicich a plasti a pfimétené opatrné

e Barveni je pomérn¢ citlivé na dodrZeni reakénich podminek. Pufry proto pouZivime
Cerstvé a kontrolujeme pH, chemikalie vdZzime na analytickych vahach.

e (ist chemikélii se uchovdvd pfi snizené teploté (4°C nebo -20°C). Tyto chemikalie
vynddme dostate¢n¢ dlouho pfed vaZenim a pred otevienim nechdme vytemperovat na
pokojovou teplotu (aby se v nic nesrdZela vzdusna vlhkost a neznehodnotily se)!

e Barviva a meziprodukty barvicich reakci jsou vétSinou citlivé na svétlo. VSechny zasobni
chemikalie vystavujeme svétlu co nejméné, thned po védzeni je uklizime zpét do skiiné
nebo lednice. Navazené smési uchovavame v kadince obalené alobalem, ihned po vaZeni
je odneseme do temné komory. S hotovymi roztoky manipulujeme vzdy po tmé.

priprava barveni
1) V prubéhu elektroforézy piipravime barvici roztoky.

Y s

2) Na analytickych vahiach navdZzime do 100 ml kadinek obalenych alobalem litky podle
receptll pro jednotlivé enzymové systémy (viz str. 42. Pokud je soucdsti postupu piidani
enzymu (glucose-6-phosphate dehydrogenase), neptfiddvime jej nikdy b&hem vazeni,
ale aZ do roztoku tésn¢ pied aplikaci roztoku na gel. Navdazené smési skladujeme v temné
komote.

3) Odmeétime si piislusné objemy pufri. Pouzivdme piipravené zdsobni roztoky dané
koncentrace, kde je potteba, upravime pH.

4) Asi 10 minut pied koncem elektroforézy dlikladné rozmichdme navdZend barviva
v pfisluSnych pufrech (né€kdy to né€kolik minut trvd, napf. pro Fast Black K salt).
Pracujeme ve tmé, po rozpusténi peclivé zakryjeme alobalem a uschovame do skiiiky,
v mistnosti nerozsvécime a dveie otvirdme na co nejkratsi dobu.

5) Tésn¢ pred skoncenim elektroforézy pfipravime barvici misky, do kterych dame
vychlazenou destilovanou vodu nebo vychlazeny pufr pro opliachnuti geld (podle
enzymového systému).

vyjmuti gela

6) Vytdhneme gely z aparatury, pufr z horni vany vylijjeme, gely umistime do stojanku
a odstranime horn{ vanu.

7) Ze sendviCe sunddme upinaci néstavce.
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8) Tenkym koncem plastové Spachtle na gely nebo noZem zatla¢ime na spodni stranu
spacert horniho z dvojice geld a postupné je vysuneme.

9) Sirsi konec plastové $pachtle vlozime asi do poloviny bo&ni strany skel do mezery po
spaceru, druhou stranu skla pfidrZujeme prsty a opatrné zapacime, dokud se skla neodlepi
od sebe. Pokud gel zlstane pfilepeny na hornim skle, rychle sklo oto¢ime gelem nahoru

a poloZime na stul.

10) Odfizneme koncentracni gel a Sikmym ukrojenim pravého spodniho rohu ozna¢ime pozici
posledniho vzorku, tj. pravy dolni roh (pozor na opac¢nou orientaci gelu, pokud zustal na
hornim skle!), pfip. sefizneme horni nebo dolni okraj gelu (pokud je vyzkouseno, Ze v této
oblasti se studované enzymy nebarvi).

11) Navlh¢ime si rukavice, noZem nebo Spachtli opatrné nadzvedneme jeden okraj gelu,
uchopime do prstd a plynulym pohybem zvedneme ze skla a pifeneseme do pfipravené
barvici misky s vychlazenou vodou nebo pufrem.

Je dileZité pracovat s vihkymi rukavicemi, na suché se gel lepi a trhd se. Pracujeme
« pomalu a plynule, aby se gel nepotrhal. Pri roztrieni preneseme postupné vSechny
cdsti a rozprostreme do misky.

12) Podobné pokracujeme se spodnim gelem v sendvici.

barveni

13) Gel v barvici misce kratce oplachujeme (béhem price s dalsimi gely). Poté slijeme vodu
nebo pufr, gel v misce pieneseme do temné komory a po tm¢ nalijeme do misky barvici
roztok. Pokud je soucasti postupu pfidani enzymu, ptidame jej do barviciho roztoku tésné
pfed nalitim roztoku na gel.

14) Promichame a vlozime do termostatu nastaveného na 35°C.

15) Podobn¢ pokracujeme s dalSimi gely.

16) Po tm¢ pribézné promichdvdme barvici roztoky, piip. ptiddivame substrdt (pokud to
postup vyzaduje), za minimélniho osvétleni kontrolujeme stav barveni

Délka barventi je specifickd pro kaZdy enzymovy systém a organismus. Nejkratsi doby

« se pohybuji okolo 20 minut, nejdelsi i nékolik hodin (nebo pres noc). Je treba
vyvarovat se zbytecné dlouhého barveni — muZe dojit k prebarvent, kdy jsou prouZky prilis
intenzivni, Siroké a neostré nebo se miZe zvysit zabarveni pozadi gelu a prouzky jsou pak
madlo zietelné.

17)Po skonceni barveni slijeme barvici roztok do k tomu ur¢ené nadoby. Gel oplachujeme
v destilované vod¢ nebo ve fixacnim roztoku Pokud pouZivdme fixacni roztok, po
skonceni fixace jej vylejeme do nddoby na nebezpecny odpad, nikdy do bézného odpadu!

18) Gel nechame oplachovat v destilované vodé, kterou podle potfeby ménime, dokud se
z gelu nevymyji zbytky barviciho (piip. fixaéniho) roztoku (minimdlné 2 hodiny, idedlné
pres noc).

41



Isozymy

E) VySeni a uchovavani gelt
1) Do plastové vany nalejeme 1-2 cm vody.

2) Do misky s vodovodni vodou vloZime patiicny pocet listli celofanu, 2 na kazdy gel.
Celofan nechdme minimédlné nékolik minut oplachovat. Alternativné lze oplachovat
jednotlivé listy pod pomalu tekouci vodou v umyvadle.

3) Do vany z vodou vlozime jeden plastovy ramecek.

4) Rozprostieme list celofdnu na rdmecek tak, aby pod nim ani nad nim nezbyly zZidné
bubliny (pfipadné bubliny vyZeneme na hladinu a nechdme prasknout).

5) Na celofan polozime fixovany a oplachnuty gel, ktery pfedtim piipadné jeSté¢ upravime
(sefiznuti prazdnych okraju apod.).

6) Druhy list celofdnu a opatrné pfiloZime na spodni celofdn a gel. Mezi obéma vrstvami
celofdnu ani okolo gelu nesmi zbyt Zddné bubliny

7) PrtiloZime druhy plastovy ramecek.

8) Srovname gel do stfedu rameckll a ob& vrstvy celofdnu tak, aby vyc€nivaly z ramecki
na vSechny strany pfiblizné stejné.

9) Ohneme ob¢ vrstvy celofanu ptes jednu delsi stranu horniho rdmecku, vyZeneme bubliny
(mohly by pfi vysychani potrhat gel) a pfichytime celofdn k rdmeckim koli¢ky na préadlo.
Napneme celofdn a pokracujeme s dal§imi dvéma stranami.

10) Srovname gel do stfedu rameckl, podepifeme jej prsty a zvedneme ramecky tak, aby
posledni volna strana ztlistala dole. Vypustime piebytecnou vodu. Vratime radmecky zpét
do misky a prichytime kolicky i posledni stranu.

11)K rdmeckim piipneme popisek (enzymovy systém, datum zpracovani) a nechdme gel
vyschnout. Pfi pouziti tenkych rdmeckl je jeSté musime po asi 30 min. aZ 1 hodiné
piepnout na pevnou podloZzku, aby je vysychajici celofan nezkroutil.

12) Po cca 2 dnech mizeme vysuSeny gel vyjmout z rdmeckl. Ostiihneme celofan tak, aby
zbyl okolo gelu asi 1 cm Siroky pruh, na ktery napiSeme ¢isla vzorkl a studovany druh,
datum a enzymovy systém.

13) Gel nechdme né€kolik dnl lisovat. Gely dale uchovdvame v suchu a zbyteéné
nevystavujeme svétlu (pokud s gelem =zrovna nepracujeme, uchovaviame jej
v neprihlednych deskach ve tmée). Takto vysusené gely 1ze dlouhodobé skladovat.

F) Jednotlivé enzymové systémy

V této ¢asti jsou uvedeny detaily o jednotlivych enzymovych systémech, které jsme schopni v
nasi laboratofi barvit, a ndvody na barveni. Uvadime (pokud jsou informace v literatuie
dostupné):

zkratku enzymu a nazev (v angli¢ting, ¢eské nazvy jsou analogické)

oddé€lené pomlckami: E.C. &islo, kvarterni strukturu, lokalizaci v bufice (¢ — cytoplasma,
m — mitochondrie, p — plastidy) a pocet lokust

e praktické poznamky, upozornéni na mozné komplikace, apod.

e sloZeni barvicich roztokd (nazvy chemikalii z praktickych divodit anglicky); navody
na pufry viz Roztoky a pufry, str. 59.

¢ informace k barveni (odchylky od standardniho postupu, apod.)
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Isozymy

ACP - acid phosphatase

E.C. 3.1.3.2 — monomer, dimer — ¢, m,p—1az 4

0,05M sodium acetate buffer, pH=5.0 30 ml (+ asi 50 ml na oplachovéni)
1-naphthylphosphate 50 mg
Fast Black K salt 5 mg

Po skonceni elektroforézy neoplachujeme kvuli pH v destilované vodé, ale v piedem
vychlazeném pufru (je proto tieba proto ptipravit asi 100 ml pufru).

ADH - alcohol dehydrogenase
EC.1.1.1.1 —dimer—c— 1az3

asto variabilni; dosti citlivy na teplotu; n€kdy se na gelu negativné barvi také SOD

Roztok A:

0.1M Tris—HCI buffer, pH = 7.5 40 ml
NAD" 15 mg
MTT 10 mg
PMS I mg
Roztok B:

ethanol (Cisty) 10 ml

Ptidat ke gelu barvici roztok A, inkubovat v termostatu, po 2-3 minutich ptidat (ve tmé!)
ethanol. V pfipade¢, Ze se gel barvi slabé, pfidavat dalsi davky ethanolu vzdy po cca 1 hoding;
mozné je i prodlouZit ivodni inkubaci bez ethanolu aZ na 10 minut.

AAT - aspartate aminotransferase (= GOT - glutamate oxalacetate transaminase)
E.C.2.6.1.1 —dimer—c, m,p—1az4

Casto variabilnf; ¢asty vyskyt sekunddrnich prouzki, které mohou komplikovat alelické vyhodnoceni; pomérné
citlivy na teplotu

Roztok A:

0,1M Tris—HCI buffer, pH = 8.4 20 ml
aspartic acid 240 mg
a-ketoglutaric acid 40 mg
Roztok B:

0,1M Tris—HCI buffer, pH = 8.4 20 ml
pyrodoxal-5-phosphate 25 mg
Fast Blue BB salt 50 mg
Fast Violet B salt 50 mg

Roztok A piipravovat (na svétle) min. 15 minut predem, pii rozpousténi nutno zahidt na cca
50°C, poté nechat zchladnout na pokojovou teplotu. Roztoky A a B smichdme tésné pred
inkubaci ve tmé (!) a ihned nalijeme na gel. Po inkubaci slijeme barvici smés, kratce gel
oplachneme destilovanou dobou a fixujeme fixaCnim roztokem. Dobu fixace je nutno
vyzkouset, u nékterého materidlu mozno pres noc, nékdy ale zacinaji prouzky po urcité dob¢
(nékdy jen 15 min.) sldbnout, v té chvili je nutno fixaci ukoncit. Po skonceni fixace slijeme
fixacni roztok (obsahuje methanol — nebezpe¢ny odpad!) a gel oplachujeme v destilované
vode¢, pribézné meénime (dokud je z gelu zfetelné citit kys. octova).
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Isozymy

DIA - diaphorase

E.C. 1.6.-.- — monomer, dimer, tetramer —c, m — 1 az 4
barvi se vét§inou pomérné rychle, pozor na pfebarveni; obvykle alespon jeden dobie ¢itelny monomerni lokus +
né&jaké dalsi, ¢teni ale nékdy komplikovano sekundarnimi pruhy

0,1M Tris—HCI buffer, pH = 8.0
NADH (reduced)

MTT

2,6 dichlorindophenol

ENP - endopeptidase
E.C.3.4.23.6 — monomer — 7 — 1

barvi se vétSinou dosti slabé

0,2M Tris—maleic acid buffer, pH = 5.5

50ml
13 mg
5 mg
2mg (sodium salt hydrate)

50 ml (+ asi 50 ml na oplachovéani)

BANA (B-N-benzoyl-DL-arginine-o-
naphthylamide. HCI)
Fast Black K salt

MgC12.6H20

25mg rozp. v 2 ml N,N’-dimethylformamidu

20 mg
50 mg

Po skonceni elektroforézy neoplachujeme kvuali pH v destilované vodé¢, ale v predem
vychlazeném pufru (je proto tieba proto pfipravit asi 100 ml pufru).

EST - esterases

E.C. 3.1.1.- — monomer, dimer —c — 2 az 10
pomérné nespecifické barveni, vzdy vice lokust; dosti variabilni, vhodny napf. pro identifikaci klond,

ale alelickd interpretace vétSinou obtiZna (prolinani lokust, apod.); pomérné citlivy na teplotu

Esterase buffer, pH = 6.45
I-naphthyl acetate
2-naphthyl phosphate
Fast Blue BB Salt

60 ml (+ asi 50 ml na oplachovéni)
25 mg ptedem rozpustit v 2,5 ml 50% acetonu

25 mg predem rozpustit v 2,5 ml 50% acetonu
50 mg

Gel po skonceni elektroforézy neoplachujeme v dest. vodé, ale v esterasovém pufru (kvili
pH), je tedy potieba ptipravit min. 100 ml pufru.

G6PDH (= G6PD) - glucose-6-phosphate dehydrogenase

E.C.1.1.1.49 —dimer—c,p -2

n¢kdy pomérné rychlé barveni, proto pozor na piebarveni

0,05M Tris—HCI buffer, pH = 8.0
glucose-6-phosphate
MgC12.6H20

MTT

NADP*

PMS
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50ml

50 mg (disodium salt)

50 mg

10 mg (moZno nahradit NBT)
6 mg
2 mg



Isozymy

GLU - B-D-glucosidase (= p-D-glucoside glucohydrolase)
E.C.3.2.1.21 —dimer —c - 1
0,05M potassium phosphate buff..pH=6.5 50 ml (+ asi 50 ml na oplachovéni)

6-bromo-2-naphthyl-p-D-glucoside 50 mg (rozpustit v 5 ml N,N’-dimethylformamidu)
PVP-40 lg
Fast Blue BB salt 50 mg

Po skonceni elektroforézy neoplachujeme kvuli pH v destilované vodé, ale v piedem
vychlazeném pufru (je proto tieba proto pfipravit asi 100 ml pufru). Inkubace v termostatu
60 minut a potom pii pokojové teploté pres noc (stile ve tme!).

GDH - glutamate dehydrogenase
E.C. 1.4.1.2 — hexamer, monomer (?) —c—1

0,05M Tris—HCI buffer, pH=8.0 50 ml
Na-glutamate 200 mg
CaCl, (anhydrous) 50 mg
NAD" 10 mg
MTT 10 mg
PMS 2 mg

HEX - hexokinase (= glucokinase)
E.C.2.7.1.1 —monomer —c, m,p—2 az 3

0,1M Tris—HCI buffer, pH=7,1 50 ml
glucose 45 mg
Mg(Cl,.6H,0 50 mg
ATP (disodium salt) 12,5 mg
NADP* 12,5 mg
NBT 10 mg
PMS 1,5 mg

glucose-6-phosphate dehydrogenase 40 ul (=40 U, zasobni roztok 1 U / ul)

Dehydrogenasu ptidivame az jako posledni tésn¢ do jiz hotového roztoku pied aplikaci
na gel, promichdme. Existuji vice alternativnich barveni (vys$si pH, ndhrada nékterych
sloZek).

IDH - isocitrate dehydrogenase
E.C.1.1.142 -dimer-c-1

0,1M Tris—HCI buffer, pH=8.0 50 ml
isocitric acid 50 mg (trisodium salt)
MgCl,.6H,0 80 mg
NADP* 10 mg
MTT 8 mg
NBT 8 mg
PMS 2 mg
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Isozymy

LAP - leucine aminopeptidase (= AMP — aminopeptidase)

E.C.3.4.11.- —monomer —c—2az 3
obvykle dosti variabiln{; velmi citlivy na teplotu a kvalitu vzorku; obvykle se barvi slabé

Roztok A:

0,2M Tris—maleate buffer, pH = 6.0 30 ml (+ asi 50 ml na oplachovani)
MgCl,.6H,0O 60 mg

L-leucyl-B-naphthylamide hydrochloride 35 mg rozpustit v 2,5 ml 50% acetonu, ve tmé
Roztok B:

0,2M Tris—maleate buffer, pH = 6.0 30 ml

Fast Black K salt 25 mg

Gel po skonceni elektroforézy neoplachujeme v dest. vod¢, ale v pufru (kvili pH), je tedy
potieba ptipravit min. 100 ml pufru. Gel inkubujeme v termostatu nejprve pouze v roztoku A,
po 10 min. pfiddme roztok B.

MDH - malate dehydrogenase
E.C.1.1.1.37 —dimer—c,m -3

Roztok A:

0,1M Tris—HCI buffer, pH=7,5 20 ml

malic acid 150 mg po rozpusténi upravit pH pomoci Na,COs3 na 7,5
Roztok B:

0,1M Tris—HCI buffer, pH=7,5 30 ml

NAD" 15 mg

NBT 15 mg moZno nahradit 10 mg MTT

PMS 2 mg

Smisime roztoky a aplikujeme na gel..

ME - malic enzyme
E.C.1.1.1.40 — tetramer —c — 1

0,05M Tris—HCI buffer, pH=8.0 50 ml
malic acid 150 mg
MgCl,.6H,0 50 mg
NADP* 5mg
MTT 10 mg
PMS 2 mg

NADHDH (= NDH) — NADH dehydrogenase

E.C. 1.6.99.- — monomer, dimer, tetramer (?) —c, m, p — 1-4 (?)
vét§inou je tento ndzev pouZzivan i pro DIA, resp. nejsou oba enzymové systémy odliSovany (katalyzuji témét
totéZ, n€kdy se ob&éma barvenimi barvi stejné enzymy, ale nékdy ne)

0,1M Tris—HCI buffer, pH=8.4 30 ml
menadion 15 mg rozpustit v 2,5 ml 50% acetonu
NADH (reduced) 17,5 mg
MTT 20 mg
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Isozymy

PRX - peroxidase
E.C.1.11.1.7 — monomer — ¢ — 2-13
0,05M sodium acetate buffer, pH=5.0 50 ml (+ asi 50 ml na oplachovéni)

CaCl, 11 mg (anhydrous)
3% H,0, 250 pl
3-amino-9-ethyl carbazole 25 mg rozpustit v 5 ml N,N’-dimethylformamidu

Gel po skonceni elektroforézy neoplachujeme v dest. vodé, ale v pufru, je tedy potieba
pripravit min. 100 ml pufru. Inkubace v lednici. Fixace prouzkl ve fixa¢nim roztoku.

PGI - phosphoglucoisomerase (= GPI - glucosephosphate isomerase, phosphohexose
isomerase)
E.C.5.1.3.9 —dimer —c,p -2

nékdy se spolu s PGI barvi dal$i enzymy, které nasleduji v kaskddé¢ za nim (6PGDH nebo G6PDH),
ale interpretace je moznd, pokud se lokusy neptekryvaji

0,05M Tris—HCI buffer, pH=8,0 50 ml
fructose-6-phosphate 20 mg
MgCl,.6H,0 24 mg
NADP* 10 mg
MTT 10 mg
PMS 2 mg
glucose-6-phosphate dehydrogenase 7wl (=7U, zésobni roztok 1 U / ul)

Dehydrogenasu pfidivame az jako posledni tésné¢ do jiz hotového roztoku pied aplikaci
na gel, promichdme..

PGM - phosphoglucomutase

E.C.2.7.5.1 — monomer —c,p—2
nékdy se spolu s PGM barvi dal§i enzymy (které ndsleduji v kaskdd€ za nim, 6PGDH nebo G6PDH),
ale interpretace je moznd, pokud se lokusy nepiekryvaji; prouzky svétle modré a obvykle ,,rozmazlé*

0,05M Tris—HCI buffer, pH=8.5 50 ml
glucose-1-phosphate 50 mg
MgCl,.6H,0 24 mg
NADP* 10 mg
MTT 10 mg
PMS 2 mg
glucose-6-phosphate dehydrogenase 7wl (=7U, zésobni roztok 1 U / ul)

Dehydrogenasu pfidivame az jako posledni tésné¢ do jiz hotového roztoku pied aplikaci
na gel, promichdme.
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Isozymy

6-PGDH (= 6-PGD, PGD) - 6-phosphogluconate dehydrogenase
E.C.1.1.1.44 —dimer—c,p—2

obvykle se barvi rychle (pozor na pfebarveni); mélo citlivy na teplotu; nékdy se zarovetl negativné barvi SOD

0,1M Tris—HCI buffer, pH=8.4 30 ml
6-phosphogluconic acid 10 mg
MgCl,.6H,0 30 mg
NADP* 5 mg
MTT Smg
PMS 1 mg

SKDH (= SKD) - shikimate dehydrogenase
E.C.1.1.1.25 — monomer — ¢, p — 1,2

obvykle se barvi rychle (pozor na pfebarveni); mdlo citlivy na teplotu; n€kdy se zdroveii negativné barvi SOD;
pomérné ¢asto vytvaii sekundérni prouzky

0,1M Tris—HCI buffer, pH=8.4 30 ml
shikimic acid 30 mg
NADP* 5 mg
MTT 6 mg
PMS 1 mg

SOD - superoxide dismutase (= TO - tetrazolium oxidase)

E.C. 1.15.1.1 — dimer, tetramer —c, p—2 az 3
negativni barven{; malo citlivy na teplotu

0,05M Tris—HCI buffer, pH=8,2 50 ml
NBT Smg
EDTA 4,5 mg
riboflavine 1,5 mg

Inkubace ve tmé pii 35°C po dobu 20 min a potom na svétle (idedlné pod lampou)
za laboratorni teploty aZ do objeveni svétlych prouzkii na tmavém pozadi. Nenechdvat na
svétle zbytecné dlouho, po Case (tfeba vyzkouset) prouzky zacinaji slabnout (pozadi se barvi i
do nich).
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Obsluha pfistroja

Obsluha pristroju

Méreni koncentrace DNA pomoci spektrofotometru Biowave I

ovladani pristroje

® Pristroj se zapind/vypina ¢ernym tlac¢itkem vlevo na pfedni strané pfistroje.

e K pohybu po displeji a vybéru pozadované volby slouZzi Sipkové klavesy.

e Ciselnd tla¢itka vpravo na pifstroji slouZi k psani textu a &isel; opakovanym stiskem se
pfepind mezi malymi a velkymi pismeny; klavesa 1 slouZzi k vkladani mezery; kldvesa
,,C“ = backspace.

e Cervené tlatitko (Escapel/Cancel) slouzi k navratu do piedchoziho kroku nebo
zastaveni méfeni.

e Modré tlacitko (0A/100%T) slouZzi k nastaveni referencniho vzorku (blank).

e Zelené tlacitko (Enter) slouzi k potvrzeni vybéru a k provedeni méteni

postup méreni

1y

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Pro méfeni koncentrace DNA zvolime stisknutim piisluSného cisla funkci ,,Life Science*
— ,,Nucleic Acid“ — ,,DNA*

DNA méfime zfedénou (koncentrace by mohla byt mimo Skdlu pfistroje a hlavné —
nemusime svoji DNA plytvat); minimalni celkovy objem roztoku v kyveté je 70 ul

Zadame fedéni vzorku (,,Dilution Factor®), tj. podil objem nefedéné DNA / celkovy
objem, napt. pro Casté fedéni 5 pl DNA + 65 pl vody = 70 ul celkem je fedici faktor 14
(=70/5); zvolime jednotky (ng/ul) a potvrdime nastaveni (ostatni parametry nechame v
puvodnim nastaveni)

Pripravime si referen¢ni vzorek (blank). Bude jim bud’ voda nebo roztok, ve kterém je
DNA skladovana (Elution Buffer D z kitu, TE pufr, apod.). Ve druhém ptipadé tento
roztok fedime vodou stejnym zplisobem jako méfenou DNA.

Vlozime kyvetu s referencnim vzorkem a stiskneme modré tlacitko pro nastaveni blanku,
piistroj ukdze nulovou absorbanci

Kyvetu né€kolikrdt vyplichneme destilovanou vodou ze stficky, kapky vody z kyvety
vyklepeme na buniinu, piip. vysajeme zbytek vody ze dna kyvety pipetou. Kyvetu
opakovan¢ proplachujeme také mezi jednotlivymi vzorky.

Do kyvety pipetujeme zvolené mnoZzstvi vody a DNA, dikladné promichame
pipetovanim, vlozime kyvetu se vzorkem do pfistroje a stiskneme zelené tlacitko pro
mefeni; piistroj ukdze vypocitanou koncentraci naseho origindlniho vzorku DNA (nikoliv
koncentraci v kyveté!)

Je nutné dodrZovat stdle stejnou orientaci kyvety, jako byla pri méreni referencniho
o vzorku. Obrdceni o 180° ddvd odlisné vysledky. Jedna ze stran kyvety je proto
oznacena Sipkou.
Zaznamendme hodnoty koncentrace DNA, zmétfenych absorbanci a jejich poméra
vypovidajicich o Cistot€¢ DNA (viz str. 7).
Po skonCeni méfeni pfistroj vypneme. Kyvetu nechdme odmocit v jarové vode,
vyplachneme destilovanou vodou a nechdme vyschnout na kousku buni¢iny
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Obsluha pristrojt

Zachazeni s gradientovym termocyclerem TC-XP Bioerg

ovladani pristroje

s vz

piistroj se zapind v zadni ¢asti piistroje vedle pfivodni Siitiry
ptistroj ovladdme pomoci tlac¢itek F1-F5 dole pod displejem; pohybujeme se pomoci
Sipek vlevo na pfistroji, potvrzujeme Entrem
po spusténi se na zdkladni obrazovce objevi tfi ikony:
— File — po stisknuti se zobrazi seznam uZivatelli (Users), ndzvy soubort (File name)
datum vytvofeni programu (Save date)

- System — systémovad nastaveni, napf.: nastaveni teploty vika, zapnuti/vypnuti
zvukového signélu po skonceni programu
— Run

u dvoublokové verze pristroje se mezi ovladanim jednotlivych blokl pfepind stiskem
tlacitka Shift

vytvoreni nového programu

Pokud chceme ménit parametry stavajiciho programu oznafeného kurzorem, stiskneme
klavesu Edit

Pro vytvofeni nového programu stiskneme klavesu F2 (New File)

Stiskem kldvesy F1 (+Seg) zaddvdme parametry jednotlivych kroku (tzv. segmentil) jako
teplotu (Temp), ¢as (Time), rychlost nartstu/poklesu teploty (Ramp — tzv. ramping rate,
prfednastavend hodnota ,##“ ve sloupci Ramp znac¢i nejvyssi moZnou rychlost
ndristu/poklesu teplot, pro vétSinu PCR cyklid neménime)

Stiskem klavesy F2 (+Cycle) nastavime pocet cykli a prabéh cyklu, napt. from 02 to 04
Pro tzv. touchdown PCR vyuzijeme sloupec +Temp a +Time

Sloupec Grad slouZi pro vytvofeni parametri teplotniho gradientu, napf. cislice 12
zndzoriiuje gradient 12 stupnd mezi prvni a posledni pozici bloku; teplota mezi
jednotlivymi pozicemi se nastavi automaticky, jeji nartst od prvni k posledni pozici je
progresivni

Po vytvofeni programu stiskneme kldvesu F5 (Save), zaddme jméno uZivatele a nazev
vytvofeného programu a potvrdime klavesou F3 (Save)

spusténi programu
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Vlozime PCR zkumavKky, stripy nebo desticku se vzorky.

Zaklapneme viko bloku a dotdhneme (ne silou!)

Stiskneme klavesu F1 (File), vyhleddme poZadovany profil a program a stiskneme
klavesu F5 (Run)

Po spusténi programu se na displeji zobrazi jméno uzivatele, ndzev programu, celkovy
¢as, zbyvajici Cas, ¢islo a graficky prubéh pravé probihajiciho cyklu, pocet cyklt, teplota
vika apod.

Po dobéhnuti programu ukoncime stiskem kldvesy Stop a opétovnym potvrzenim stiskem
F1 (Stop).



Obsluha pfistroja

Zachazeni s termocyclerem Biometra T3000 se tfemi bloky
ovladani pristroje
e Piistroj se zapind/vypind na pfedni stran¢ vpravo dole tla¢itkem ,,Power*
e Piistroj ovldddme pomoci tlacitek dole pod displejem a na pravé stran¢, pohybujeme se
pomoci Sipek, potvrzujeme Entrem, mazeme tlacitkem Cancel
e Zakladni obrazovka ukazuje v dolni ¢asti displeje nékolik ikon:
— Ikona Info: zobrazeni informaci o blocich — pravé ¢inny (active) nebo volny (inactive)
— lkona Systém — informace o typu pfistroje, nastaveni signalizace konce programu,
navoleni pozadovaného jazyka, nastaveni kontrastu na displeji apod.
— lkona Start/stop — zapnuti/vypnuti programu
- Ikona Edit — vytvotfeni nového programu nebo zména parametrti jiz uloZeného
programu

vytvoreni nového programu, editace programu

e Stiskneme kldvesu Edit.

e Vybereme adresafr, do kterého chceme program uloZit, stiskneme Enter.

e Vybereme podadresdt a stiskneme Edit (pro novy prazdny program) nebo vybereme
existujici program a stiskneme Edit

e Po zobrazeni abecedy vloZime nézev programu a potvrdime stiskem Name OK.

e Nastavime teplotu vika (Lid Temperature) na 99°C a zapneme funkci piedehiivani
(Preheating ON), potvrdime stiskem Enter.

e Nastavime teplotni program — teplotu (Temp) vkladame c¢isly, Cas (Time) zaddvame v
sekundach, minuty, piip. hodiny musime oddé¢lit teckou (,,90 znamend 90 s, ,,3.30°
znamend 3 min 30 s, ,,1.5.0° znamend 1 hod 5 min O s,); pro nastaveni ,,nekonecného*
kroku (zchlazeni na 10°C po dobéhnuti cyklu) zaddme cas ,,0%, objevi se ,,Pause*

® Pro nastaveni cyklovini najedeme na konec fadku posledniho kroku cyklovdni a do
sloupce ,,«—* vloZime ¢islo, které odkazuje na pocatecni krok cyklovani (k tomuto kroku,
napt. 2, se bude piistroj po kazdém dokonceném zdkladnim cyklu vracet a opakovat
cyklus od tohoto kroku); do sloupce ,.#*“ vloZime pocet cykli zmenseny o 1 (= pocet
opakovani, prvni probéhnuti pocitd piistroj zv1ast)

e program ulozim ,,Save pgm*

Spusténi programu

¢ Vlozime PCR zkumavky, stripy nebo desticku.

e Zaklapneme viko bloku a dotdhneme (ne silou!)

e Stiskneme Start/Stop, vybereme blok a po rozbaleni adresdfe program, ktery chceme
spustit, a stiskneme Start.

e Po spusténi programu se zaCne zahfivat viko, displej zobrazuje teplotu a cas praveé
probihajiciho kroku, teplotu vika; ¢as do konce programu se objevi po stisknuti ,,/nfo*.

e Ve chvili, kdy viko dosdhne zadané teploty (standardné¢ 99 °C), je automaticky pftitlaceno
na zkumavky, za¢ina vlastni reakce a na displeji je zndzoriiovan prubéh reakce.

e Po ukonceni programu se zapne zvukovy signdl; vypneme jej stiskem kterékoliv klavesy,
povolime viko a mizZeme vyndat produkty PCR reakce, ukon¢ime bézici program (Stop).

e V priibéhu PCR reakce je mozné vytvéret ¢i editovat jiné programy.
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Obsluha pristrojt

Méreni na pH-metru Hanna pH 211

Kalibrace

Doporucuje se provadét vzdy po delSim stdni a pii béZné prici nejméné 1x tydné,
pro velmi pfesné méfeni 1x denné.

Pro kalibraci pouZijeme vzdy pufr pH = 7,01 a druhy (pH = 4,01 nebo 10,01) zvolime
podle toho, jestli planujeme méteni v kyselé nebo v zasadité oblasti.

Elektrodu i teplomér dikladn¢ opldchneme destilovanou vodou ze stiicky, opatrné
osusime bunicinou.

Vlozime elektrodu i teplomér do kalibra¢niho pufru pH = 7,01. Otvor na spodni ¢ésti
kyvety (nad bani¢kou) musi byt pod hladinou pufru.

Zapneme piistroj tlacitkem vpravo pod displejem, ukdzZe se hodnota pH a teplota.
Nechame chvili ustélit, spustime kalibraci tla¢itkem ,,CAL*.

Ptistroj za¢ne kalibrovat, vlevo blika ,,Not ready*. Po¢kame, dokud se ndpis nezméni na
,Ready CFM*“, potvrdime stiskem tlacitka ,,CFM*.

Sipkami (oznateny °C / w°C) vybereme hodnotu pH druhého kalibraéniho pufru
(zobrazuje se na displeji Uplné vpravo).

Vyjmeme elektrodu i teplomér z pufru, opldchneme destilovanou vodou, osuSime a
vloZime do druhého kalibra¢niho pufru.

Blika ,Not ready*, pockdme, dokud se ndpis nezméni na ,,Ready CFM®, dokon¢ime
kalibraci stiskem tlac¢itka, CFM*.

Pokud ihned nepokracujeme méfenim, vypneme piistroj.

Vyjmeme elektrodu i teplomér, oplachneme destilovanou vodou, osu$ime buni¢inou a
vloZzime do cepicky s uchovdvacim pufrem (Storage solution; pokud v ném nebude

v

ponoiena celd banicka elektrody, doplnime ze zdsobni ldhve ve skiiiice pod piistrojem).

Méreni pH
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Oplachneme elektrodu i teplomér destilovanou vodou, opatrné osusime bunic¢inou.
Vlozime elektrodu 1 teplomér do roztoku, otvor na spodni ¢asti kyvety (nad banic¢kou)
musi byt pod hladinou.

Zapneme piistroj.

Na displeji se zobrazuje teplota a hodnota pH. Pockdme, nez se hodnota pH ustali.

Po skonceni méteni, pokud nepokracujeme dalSim roztokem, vypneme piistroj.

Vyjmeme elektrodu i teplomér, oplachneme destilovanou vodou, osuSime buni¢inou a
vlozime do ¢epicky s uchovavacim pufrem.



Roztoky a pufry

1) Obecné roztoky

Roztoky a pufry

1M HCl

100ml 250 ml 500 ml
dest. H,O ~70ml  ~200ml ~ 400 ml
konc. HCI (35%) 8,83ml 22,07ml 44,14 ml
doplnit dest. H,O do objemu 100ml  250ml 500 ml
1M H3PO4

100ml 250 ml 500 ml
dest. H,O ~70ml  ~200ml ~ 400 ml
konc. H3POy4 (85%) 6,74ml 16,86 ml 33,71 ml
doplnit dest. H>O do objemu 100ml  250ml 500 ml
1M Kkys. octova

100ml 250 ml 500 ml
dest. H,O ~70ml ~200ml ~ 400 ml
kys. octova (Cistd) 5,72ml 14,30 ml 28,60 ml
doplnit dest. H;O do objemu 100ml  250ml 500 ml
Roztoky NaOH

0,5M NaOH IM NaOH 10M NaOH
100 ml 250 ml 100 ml 250 ml 100 ml 250 ml

dest. H,O ~70ml ~220ml  ~70ml ~220ml ~70ml ~ 200 ml
NaOH (bezvody) 2g 5¢g 4¢g 10g 40 g 100 g
doplnit dest. H;O do objemu 100 ml 250 ml 100ml 250 ml 100ml 250 ml

Pri pripravé 0,5M NaOH pro izolaci DNA pouZit misto destilované vody Milli-Q vodu,

vysterilizovat v autokldvu.
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Roztoky a pufry

2) lzolace, fedéni a srazeni DNA

2% CTAB
100 ml 250 ml 500 ml (konc.)
CTAB (cetyl trimethyl ammonium bromide) 2,0¢g 50¢g 10,0 g (2% wiv)
Tris-base 121 g 303 ¢g 6,06 g (0,1M)
Na,-EDTA 0,74 g 1,86 g 372 ¢ (0,02M)
NaCl 8,18 g 20,45 4091 g (1,4M)
dest. HO ~80ml ~220ml ~ 450 ml
doplnit dest. H;O do objemu 100 ml 250 ml 500 ml
100mM Tris-HCI pufr, pH = 8,3
50 ml 100 ml 250 ml
Tris-base 0,61¢g 1,21 ¢g 303¢g
dest. HO ~35ml ~80ml ~220ml
vprava pH pomoci IM HCI pH =383
doplnit dest. H,O do objemu 50 ml 100 ml 250 ml
TE pufr (10x koncentrovany zasobni roztok)
50 ml 100 ml 250 ml 1000 ml (konc.)
Tris-base 0,61¢g 121g 303 g 12,11 ¢ (0,1M)
Na,-EDTA 0,19¢ 037¢ 093 ¢ 372¢g (0,01M)
dest. H,O ~35ml ~80ml ~220ml ~900 ml
tiprava pH pomoci HCl/ NaOH pH =80
doplnit dest. H,O do objemu 50 ml 100 ml 250 ml 1000 ml
Pred pouZitim naredit 10%, findlni koncentrace jsou 10 mM Tris, I mM EDTA
Sodium acetate
M 0,05M, pH =5,0
100 ml 100 ml 200 ml 500 ml
Sodium acetate (anhydrous) 2461 g 041¢g 0,82 ¢g 2,05¢g
dest. HO - ~ 80 ml ~180ml  ~450 ml
vprava pH pomoci kys. octové - pH = 5,0
doplnit dest. H,O do objemu 100 ml 100 ml 200 ml 500 ml

0.5SM NaOH

viz ¢ast 1) Obecné roztoky
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Roztoky a pufry

3) Elektroforéza DNA

TBE pufr (zasobni roztok)
10x konc.  20x konc.

Tris-base 108 g 216 g
Boric acid 55¢g 110 g
Na,-EDTA 93¢ 18,6 g

rozpustit v dest. H,O, doplnit do 1000 ml 1000 ml

Redéni na konc. 1x (elektroforéza, piiprava geli):

10x konc. 20x konc.
11 51 11 51
TBE 100 ml 500 ml 50 ml 250 ml
dest. H,O 900 ml 4500 ml 950 ml 4750 ml

TAE pufr (zdsobni roztok)
10x konc.  20x konc.

Tris-base 48,46 g 96,92 ¢
Na,-EDTA 372 ¢ 7,44 ¢
Glacial acetic acid 11,42 ml 2284 ¢

rozpustit v dest. H,O, doplnit do 1000 ml 1000 ml

Redéni na konc. 1x (elektroforéza, piiprava geli):

10x konc. 20x konc.
11 51 11 51
TBE 100 ml 500 ml 50 ml 250 ml
dest. H,O 900 ml 4500 ml 950 ml 4750 ml

Modry nanaseci pufr bez DNA barviva —,, LD

Bromphenol Blue 0,025 ¢
Xylene Cyanol FF 0,025 ¢
Glycerol 3 ml

doplnit sterilni dest. H>O do objemu 10 ml

rozpipetovat po 1 ml, uchovdvat v —20°C.

Modry nanaseci pufr s barvivem Sybg Green (,,LD+SG*) nebo GelRed (,,GelRed*)

Bromphenol Blue 0,025 ¢
Xylene Cyanol FF 0,025 ¢
Glycerol 3 ml
SYBR Green I nebo GelRed 20 wl

doplnit sterilni dest. H>O do objemu 10 ml

rozpipetovat po 1 ml, uchovdvat ve tmé v —20°C.
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Roztoky a pufry

100 bp Ladder

100 bp ladder (500 pg / ml) 20 ul
sterilni dest. H,O 180 ul
LD+SG 40 pl

pracovni alikvoty uchovdvat v lednici, zasobni ve tmé v —20°C.

A DNA Hind III digest

)\ DNA Hind III digest (500 pg / ml) 20 ul
sterilni dest. H,O 180 ul
LD+SG 40 Wl

pracovni alikvoty uchovdvat v lednici, zdsobni ve tmé v —20°C.
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Roztoky a pufry

4a) Isozymy - izolace

Izolaéni pufr ,,Viola® (podle isozymové laboratoie BU AVCR, Priihonice)

30 ml 50 ml 100 ml (konc.)
Tris-base 0,36 g 0,61¢g 1,21 g (0,1M)
ascorbic acid 58 mg 97 mg 194 mg (11mM)
sodium metabisulfite 148 mg 247 mg 494 mg (26 mM)
2-mercaptoethanol 148 ul 246 pl 492 nl (70 mM)
viprava pH pomoci HCI pH = 8,0 (pred pridanim PVP!)
PVP40 12¢g 2g 4¢g (4% wiv)

Nelze dlouhodobé uchovdvat, krdtkodobé v lednici

Izolaéni pufr ,,Gentiana* (podle isozymové laboratore BU AVCR, Prihonice)

30 ml 50 ml 100 ml (konc.)
Tris-base 0,36 g 0,61 ¢g 1,21¢g (0,1M)
L-glutathione reduced 03¢g 0,5¢g lg (1% wiv)
MgCl,.6H,O 60 mg 100 mg 200 mg (10 mM)
viprava pH pomoci HCI pH = 8,0 (pred priddanim sacharozy)
2-mercaptoethanol 30 ul 50 ul 100 pl (0,1% viv)
sucrose 1,5¢g 25¢g 5¢g (5% wiv)

Nelze dlouhodobé uchovdvat, krdtkodobé v lednici

Izola¢ni pufr ,,Luzula‘ (podle isozymové laboratoie BU AVCR, Prithonice)

30 ml 50 ml 100 ml (konc.)
75mM Tris-HsPOy pufr, pH =7,5 0,27 g 045¢g 091¢g (75mM)
ascorbic acid 15 mg 25 mg 50 mg (3 mM)
1,4-Dithioerythritol (DTE) 36 mg 60 mg 120 mg (7,8 mM)
vprava pH pomoci H;POy pH = 7,5 (pred priddnim PVP!)
2-mercaptoethanol 30 Wl 50 ul 100 wl (0,1% viv)
PVP 12¢g 2¢g 4¢g (4% wiv)

Nelze dlouhodobé uchovdvat, krdtkodobé v lednici

Izolacni pufr Soltis 1983 (varianta c)

30 ml 50 ml 100 ml (konc.)
Tris-base 0,36 g 0,61¢g 1,21 g (0,1M)
MgCl,.6H,0O 61mg 101,7 mg 203,3 mg (10 mM)
KClI 22,4 mg 37,3 mg 74,6 mg (10 mM)
Na,EDTA 11,2 mg 18,6 mg 37,2 mg (1 mM)
vprava pH pomoci HCI pH = 7,5 (pred pridanim PVP!)
2-mercaptoethanol 30 ul 50 ul 100 pl (0,1% v/Iv)
PVP40 12¢g 2g 4¢g 4% wiv)

Nelze dlouhodobé uchovdvat, krdtkodobé v lednici
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Roztoky a pufry

4b) Isozymy — elektroforéza

Tris-glycine (elektrodovy pufr)

11 31
Tris-base 25¢g 75¢g
Glycine 18 ¢ S4 ¢
dest. HO ~ 900 ml ~ 2700 ml
vprava pH pomoci HCI pH =383
doplnit dest. H,O do objemu 11 31

Redéni do spodni vany elektroforézy: Tris-glycine buffer 2400 ml + dest. H,O 1800 ml

Pufr pro separaéni gel — isozymy (1,82M Tris-HCI, pH = 8,9)

30 ml 50 ml 100 ml 200 ml
Tris-base 6.61 g 11,05 ¢g 22,1¢g 442 ¢
dest. HO ~23 ml ~35ml ~ 80 ml ~ 170 ml
viprava pH pomoci HCI pH =389
doplnit dest. H,O do objemu 30 ml 50 ml 100 ml 200 ml

Pufr pro zaostirovaci gel — isozymy (69mM Tris-H3;PO4, pH = 6,9)

30 ml 50 ml 100 ml 200 ml
Tris-base 025¢g 042 ¢ 0,83 ¢ 1,66 g
dest. H,O ~23 ml ~35ml ~ 80 ml ~ 170 ml
vprava pH pomoci H;POy pH = 6,9
doplnit dest. H,O do objemu 30 ml 50 ml 100 ml 200 ml
Zasobni roztok akrylamidu

100 ml 200 ml

Acrylamide 40 ¢ 80¢g
N,N'-Methylenebisacrylamide (BIS) lg 2g
rozpustit v dest. H,O, doplnit do: 100 ml 200 ml

Pozor! Obé ldtky jsou velmi jedovaté, pracujeme v pldsti, rukavicich a pri vdZeni v rousce!
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Roztoky a pufry

4c) Isozymy — barveni

Tris-HCI pufry

0,1M Tris-HCI

0,05M Tris-HCl1

100ml  250ml 500 ml 100ml  250ml 500 ml
Tris-base 1,21g  3,03g 6,06 g 0,61¢g 1,51¢g 303¢g
dest. HO ~80ml ~220ml ~450 ml ~80ml ~220ml ~450 ml
viprava pH pomoci HCI pH =84 pH =385
doplnit dest. H,O do objemu 100 ml 250 ml 500 ml 100 ml 250 ml 500 ml

Ndvod plati zdsobni roztoky s nejvyssim pouZivanym pH, pufry stejnych koncentraci s nizsim
pH pripravime z téchto zdsobnich roztokii upravou pH pomoci HCL

Tris-Maleate (Tris-Maleic acid)

0,1M Tris-Maleate, pH = 5,5

0,2M Tris-Maleate, pH = 6,0

100ml  200ml 500 ml 100ml 200 ml 500 ml
Tris-base 1,21g 242¢g 6,06 g 242¢g 484g 12,12¢
Maleic acid Ll6g 232¢ 580 g 232g 464g 116l1¢g
dest. HO ~80ml ~180ml ~ 450 ml ~80ml ~220ml ~450 ml
uprava pH pomoci NaOH pH =355 pH = 6,0
doplnit dest. H;O do objemu 100 ml 200 ml 500 ml 100ml  200ml 500 ml
Esterasovy pufr (Esterases buffer, pH = 6,45)
100ml 200ml 500 ml (konc.)
NaH,PO; . 2 H,O 1,56g 3,12¢g 7,80 g (0,IM)
Na,HPO, . 12 H,O 0,72g 143¢ 359¢g (0,02M)
dest. H,O ~80ml ~180ml ~ 450 ml
uprava pH pomoci NaOH pH = 6,45
doplnit dest. H;O do objemu 100 ml 200 ml 500 ml
Potassium phosphate buffer
a) zasobni 0,1M K,HPO, ¢) smichani z4s. roztokd
100ml  250ml 500 ml pH K,HPO; KH,PO,
K,HPOy, (bezv.) 1,74g 435¢ 8,71¢g 5,8 85ml  91,5ml
dest. HO ~80ml ~220ml ~ 450 ml 6,0 132ml 86,8 ml
doplnit dest. H,O do objemu 100 ml 250 ml 500 ml 6,2 19.2ml 80,8 ml
6,4 27.8ml 72,2 ml
b) zasobni 0,1M KH,PO, 6,5 3295ml 67,05ml
100ml  250ml 500 ml 6,6 38,1ml 61,9 ml
KH,POy (bezv.) 1,36g 340¢g 6,80 g 6,8 49,7ml 50,3 ml
dest. H,O ~80ml ~220ml ~ 450 ml 7,0  61,5ml 38,5ml
doplnit dest. H,O do objemu 100 ml 250 ml 500 ml 7,2 71,7ml 28,3 ml
74  802ml 19,8 ml
roztok o findlni koncentraci 0,05M pripravime naredénim 7,6 86,6 ml 13,4 ml
hotového 0, 1M roztoku daného pH, upravime pH pomoci 78  90,8ml  92ml
K>HPO, (zvyseni) nebo KH,PO, (sniZeni) 8,0 94 ml 6 ml
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Roztoky a pufry

Fixaéni roztok (podle isozymové laboratore BU AVCR, Prithonice)

500 ml 1000 ml
Kys. octova 50 ml 100 ml
Glycerol 50 ml 100 ml
dest. H,O 150 ml 300 ml
Methanol 250 ml 500 ml
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