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Predntt Metody molekularni biologie v rostlinné ekologii systematice byl zaveden
ve Skolnim roce 2008/2009 za podpory grantu FRVE E471/2008, inovace a dopir

v dalSich letech byly podpeny grantem Molekularizace biologickych obdirodowdecke
fakulty JU (CZ.1.07/2.2.00/15.0364) v ramci Opsmido programu Vz#avani
pro konkurenceschopnost.

Tyto protokoly vznikly jako poriicka pro praktikum. Nejsou a ani nemaji byt komgletn
sadou protokdl pouzivanych v nasi labordt@ni nem4 jit o obecné protokoly k vybranym
metodam. Jsou psany vicemgmo konkrétni materiél (konkrétni rostlinné drulpguzivany
pii praktiku a pro praci s jinym materialem bude pkgppodobré nutnd optimalizace
metodiky.



Zakladni zasady prace v molekularn & biologické laborato Fi

» Pi¥i veSkerééinnosti v laborato¥i dbame na to, abychom (1) neohrozili zdravi svoje
i ostatnich, (2) neposkodili zéizeni a pristroje v laboratori a (3) neznehodnotili
vzorky a material svij i svych kolega.

» Do laboratde se pezouvame.

» V laboratdi nejime a nepijeme (o kéeni a dalSich restech ani nemlwy.

» Pri praci pouzivdme ifimeéiené ochranné poioky, zejména rukavice a vhodné
laboratorni obleeni, a zvla&t pii praci s jedy i dalSi ochranné paoky podle pateby
(laboratorni plaSurceny pouze k tomutoéelu, rouska,...).

 Pro praci s GMO zasadndodrZzujeme fedepsané protokoly, #pob evidence a
piedepsany zisoby likvidace odpadniho materialu; s GMO mohoucgvat pouze
osoby, které absolvovalyiglusné Skoleni.

» Po skoweni prace uvedeme pracovni misto dequiniho stavu, aéme laboratorni gt
(2% savo), umyjeme pouZzité sklo (vodovodni voda etedyent, oplachnuti
destilovanou vodou).

» Dbame zvySené opatrnosti praci s elektrickym proudem (napelektroforéza).

* S roztoky barviv SybrGreen a GelRed (nhanaSeci pafiggeny jako ,LB+SG" nebo
,GelRed", DNA laddery, a sameégjm¢ zasobni roztoky obou barviv), které jsou
potencionald mutagenni, a s veSkerymiomi, které s nimi fichazeji do styku
(elektroforetické vany, iebinky, pipeta na nanaSeni vazprk.) pracujeme
v rukavicich, kontaminovanymi rukavicemi se neddtyle néeho jiného. Gely
obsahujici SybrGreen vyhazujeme do nadoby k tomsengr Gely obsahujici GelRed
se schovavaji pro recyklaci!

» Akrylamid je neurotoxin, pracujeme velmi opatrnvzdy v rukavicich a plasti,
kontaminovany material a gely vyhazujeme do zviastadoby, zasobni roztoky
uchovavame v ledice (2—8 °C).

* S tkavymi chemikaliemi (chloroform, isoamylalkoholoopanol, kyselina octova,
TEMED, koncentrovana kyselina chlorovodikova,...)qujame zasadnv digestdi se
zapnutym odtahem

 Pii praci s DNA pracujeme pouze se sterilnimi autetle@nymi Spikami a
zkumavkami — v kralkach a nadobach oztenych paskou <sernymi pruhy;
kontaminovany material odhazujeme doeamych nadob

* Nesahame do nadob se sterilnim laboratornim plagtekud patebujeme z nadoby
vyndat rekolik eppendorfek nebo stiiptak je vyklepneme na@dteny pracovni stl

* Pro zpracovani vzotk citlivych na kontaminaci (DNA z historickych vzark
nespecifické primery apod.) pracujeme sek&pni s filtrem.

* Pro PCR,fedni DNA a primeti pouzivame vyhradnsterilni vodu (autoklavovana
Milli-Q voda nebo koupena voda, riapd f. Top-Bio).

« S DNA a ¢tSinou dalSich biochemikdlii (enzymy, primery,...)Japujeme na ledu,
zvla¥ citlivé jsou enzymy (ligaza, polymeraza, restnkenzymy atd.) adkteré pufry.

* Pokud odchazime z labor&toposledni (i jen na chvili), vZdy zamkneme
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Izolace DNA

Izolace DNA

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

Metoda vyuZiva patentované technologie InviSorbmoiuje rychlou a ginnou izolaci

kvalitni genomické DNA zcerstvého, mrazeného nebo suchého rostlinného @ateri
Podstatou je interakce mezi negativimabitymi fosfatovymi skupinami DNA a pozitign
nabitymi skupinami na povrchu membrany v kolonade lse DNA vaZe a porgEisteni se

uvolni vhodnym elenim pufrem. Vazba nebo naopak uvwinh DNA z kolonky zavisi

na koncentraci soli a pH pouzitych pufr

Protokol pro izolaci vysuSeného materialu (nap  F. v silikagelu)
— jiné varianty na konci protoko|str. 3

Obecné

* Protokol pedstavuje n€psgji pouzivany postup. Podle studovaného materidlu a
poZzadavk na mnoZstvi &istotu DNA miZe byt nutné optimalizovatékteré kroky
(nag. vstupni mnoZzstvi materialu, mnozstvi RNasy a agdch pufa, pridani
promyvacich krol, apod.)

» Pfed pouzitim promyvacich pufr(Wash Buffer | a Il) zkontrolujemefjlani ethanolu
(zaSkrtnuti pislusného potka na lahvi, pip. doplréni ethanolu).

» Odpadni filtraty vzniklé ghem izolace vylévame ddipravené kadinky.

» Pouzité homogenizai pomicky po skoieni prace &stime: kovové kutiky dame do 1,5
ml zkumavky scistou vodou aitpeme na mlynku po dobu ca 10 min, cely postup
zopakujeme aspo3x (pokud nemizeme kuléky ihned omyt, pesypeme je alespodo
Petriho misky a osuSime bdmiou — nenechdvame je ve \od korodujil).
Homogenizatory nechame odditov jarové vo@d a koncentrovaném roztoku Sava. Po
skorteni prace vSe umyjeme, oplachneme destilovanou wodsuSime butinou a
piipravime pro sterilizaci v autoklavu.

* Proteinasa K je s@asti kitu. Dodava se v lyofilizovaném stavde® prvnim pouzitim
piidame 1 ml sterilni vody a rozpustime proklepankurzavky, kratce stome.

» Pred vlastni praci odpipetujeme do sterilni 1,5 npezlorfky potebné mnozstvi etimiho
pufru (Ellution buffer D) a fedeltejeme v termobloku na 65°C.

Postup izolace

1) Do 1,5 ml eppendorfky s rovnym (!I)¢kem vloZzime vhodné mnozZstvi suché tkan
(obvykle 5-15 mg, max. ale 60 mg) a&dsovové kulEky.

MnoZstvi tk&#i zavisi na taxonomické skupia poZzadované koncentraci DNA dlm
« by byt u vSech vzaikpriblizné stejné. Nesmi byt ale zbgne vysoké (ucpavani
kolonek a nizSi celkovy vyek DNA)! Pro drceni tvrdSich tkani je vhodné powuiie
kulicek.

2) Eppendorfky upneme do nastavilynku Retsch 400MM, tak, abychom vyvaZen
vyuzili obé¢ ramena. Nastavime zakladni dobu homogenizace: nl na maximalni
rychlost. Podle tuhosti materialu dobu homogeniziimadre prodluzujeme.

3) K rozdrcenému materialufigame 400ul lyzaéniho pufru (Lysis buffer P) a 2
proteindzy K.



Izolace DNA

4) Vortexujeme a nechame 30 min nebo déle inkubpkia65°C. Béhem inkubace 2—-3x
promichame.

5) Fipravime si kolonky (Prefiltr; zelené) do 2,0 mlgetych zkumavek (Receiver Tube,
souwést kitu).

6) Lyzani smés (roztok i rozdrcenou tkd pieneseme na kolonku, rmagomoci sterilni
Spikky nebo pepipetovani Sgkou s wiznutym koncem. PouZité kovové kiky
vyklepneme do Petriho misky.

7) Centrifugujeme 1 minip 12 000 rpm (dle paeby déle). Kolonky vyhodime. DNA
zastava ve filtratu!

8) Fidame 0.5-1ul RNasy A (neni satasti kitu), doporéena vysledna koncentrace je
okolo 10 pg/ml. Promichdme proklepanim prstem a nechame rb inkubovat pi
pokojové teplat.

Pokud neni odstrami RNA poteba, Ize tento krok vynechat.

9) Fidame 20Qul Binding Buffer P a vortexujeme.

10) Umistime nové kolonky (SpinFilter; Zluté) ddd 2nl skErnych zkumavek. Suspenzi
pieneseme na kolonku a inkubujeme nejenEmin.

V tomto kroku dochazi k navazani DNA na membraimipralni dobu inkubace je
» nutno dodrZet (p. prodlouzit), jinak dochazi ke ztratam DNA.

11) Centrifugujeme 1 minip 12 000 rpm, odstranime filtrdt a kolonky umistimgst
do 2,0 ml sbrnych zkumavek.

12) Ridame 55Qul promyvaciho pufru | (Wash Buffer I)

13) Centrifugujeme 1 minip 12 000 rpm, odstranime filtrat a kolonku umistirpgst
do 2,0 ml sbrné zkumavky.

14) Ridame 55Qul promyvaciho pufru Il (Wash Buffer II)

15) Centrifugujeme 1 minip 12 000 rpm, odstranime filtrat a kolonku umistirmgst
do 2,0 ml sbrné zkumavky.

16) Kroky 14 a 15 opakujeme jeégednou.
17) Pro odstraimi zbytki promyvaciho pufru centrifugujeme 2 miti f2 000 rpm.

18) Kolonky umistime do sterilnich 1,5 ml eppendkrfnejsou satasti kitu; pro dlouhodobé
skladovani Ize pouzit tzv. safe-lock eppendorfky).

19) Ridame 50ul elu¢niho pufru (Elution Buffer D) fedeltatého na 65°C naistd kolonky.
Inkubujeme 10 minib pokojové teplat.

V tomto kroku dochazi k uvélm DNA z membrany. Pouzitim mensiho mnozZstvi

« elucniho pufru (nap. 30 ul) se ziska koncentrovggi DNA, ale zarove mirr¢ klesa
celkovy vydZzek DNA.

20) Centrifugujeme 1 minipl0 000 rpm.
Pri centrifugaci nelze zdit vicka. Eppendorfky v centrifuze orientujemekyive sraru
otaceni rotoru, abychom zabranili jejich ulamani pentrifugaci.

21) Pro zvysSeni koncentracéepipetujeme filtrat zg na kolonku a inkubujeme 10 min
pii pokojove teplat, opakujeme centrifugaci (krok 20).
Alternativre, pro ziskani maximalniho vygku DNA je mozné v kroku 21) poutialSich
50 4 cistého eldniho pufru, ziskame 2 extrakty (druhy s nizZSi koinaei).
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22)Kvalitu a koncentraci vyizolované DNA &@me spektrofotometricky nebo
elektroforézou na agar6zovém gelu.

23) Pokud nepokeaijeme dalSimi kroky recéni, PCR,...), skladujeme DNA kratkod®b
v lednice (dny az &olik tydnt); pro dlouhodobé skladovani DNA zamrazime (-20°C).

Varianty a dopliikové kroky

* DNA lze izolovat i zéerstvého materialu — jeho mnoZzstvi by grpresahnout 100 mg.
U susSeného materidlu by n&lm byt pouZzito vice nez 60 mg.

* Pro homogenizaci vzoikfixovanych zamrazenim verstvém stavu nebo i pro zcela
cerstvy material 1ze pouZit i tekuty dusik:

— V tekutém dusiku vymrazime 1,5 ml eppendorfku sem@em a vioZzenym
homogenizatorkem. Krouzivymi pohyby drtime vzorekwmrazené eppendorfce.

— Jinou moznosti je drtit vzorek ve vymrazergct misce. Sklemé teci misky je nutné
pied pouZzitim vymrazit v mrazaku, jinak hrozi jejipppraskani. Rozdrceny material
vymrazenym skalpelemi@vedeme doijpravené eppendorfky.

— U cCerstvého materialu je nutnéighat lyzani pufr a proteinasu K (krok 3 standardniho
protokolu) ke vzorkuifive nez zcela rozmrzne!

* Pro izolaci malych vzork které nelze rozdrtit pomoci mlynku, Ize vyuzitemi v 1,5 ml
zkumavkach pomoci homogenizatorka sterilniho pisku. Vzorek drtime v malém
mnozstvi lyzaniho pufru (10-20 pl) zafpédni malého mnoZstvi sterilniho pisku.
Po homogenizaci fflame zbyvajici objem lyzaiho pufru a dale postupujeme podle
obvyklého protokolu.

* DNA je mozno po izolaci igistit pomoci rkterého z komenich kiti (nag. MoBio
PowerClean DNA Clean-up Kit) nebo zakoncentrowaspgzenim octanem sodnym.

B) Izolace DNA z rostlinného materidlu — CTAB metod a

Metoda je fivodre zaloZzena na schopnosti CTAB (cetyltrimetylamonivoniid) vytv&et
komplex s nukleovymi kyselinami, ktery jetipvysoké koncentraci soli (0,7M NaCl)
rozpustny, aleip snizené koncentraci (0,45M NacCl) vytvarazeninu. CTAB zaroviepusobi
jako detergent, ktery uviiije DNA z membran a protainNa zaklad rozdilné rozpustnosti
v CTAB Ize DNA selektive vysraZzet a gistovat. Metoda dosahuje obvykle vySSich
vytézki DNA neZz kometni kity a je vyraza levrgjsi. Cistota DNA ale naopak byva nizsi.
Nize uvedena modifikace protokolu vyuziva isoprapave vysrazeni DNA.

Protokol pro izolaci vysuSeného materialu (nap  F. v silikagelu)
— jiné varianty analogicky izolaci kitgemyse
Postup izolace

1) Do 1,5 ml eppendorfky s rovnym (!)¢kem vlozime vhodné mnozstvi suché tkan
(obvykle 5-15 mg) a dvkovoveé kulEky (pro drceni tvrdSich tkani je vhodné pouzit vice
kulicek).

2) Eppendorfky upneme do nastavilynku Retsch 400MM, tak, abychom vyvaZen
vyuZzili ob¢ ramena. Nastavime z&kladni dobu homogenizace: il nd@ maximalni
rychlost. Podle tuhosti materialu dobu homogeniziimadre prodluzujeme.

3) K rozdrcenému materialu figame 700 pl zasobniho roztoku CTAB a 1Qul
2-merkaptoethanolu. Pracujeme v digésto
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4) Zkumavky uzakeme, kratce promichame proklepanim a inkubujenmmi&0s termobloku
pii 60 °C. Bshem prvnich minut inkubacerigdme ke kazdému vzorku malé mnoZstvi
(,na Sptku Spachtle*) polyvinylpyrolidonu (PVP), fipadré 5 pl Proteinasy K
(20 mg / ml). Pracujeme v digesito

5) Fidame 0.5-1pl RNasy A, doportena vysledna koncentrace je okolo fg/ml.
Inkubujeme 15 minib pokojové teplat. Pracujeme v digestio
Pokud neni odstrami RNA pateba, Ize tento krok vynechat.

6) U vzorki s wtSim vychozim mnoZstvim materialu Ize ¢litdzbytky tkani centrifugaci
3 min @i 13800 rpm. Supernatant odebereme do novychcemyah 1,5 ml zkumavek.
Pracujeme v digesitio

7) PFidame 50Qul smesi chloroform : isoamylalkohol (24:1). Pracujemdigestdi.

8) Dolre uzavené zkumavky 2—3xipvratime a nechame cca 5 min stét.

9) Centrifugujeme 10 minipl3 800 rpm.

Centrifugaci vznikne rozhrani mezi nerozpustnainiva chloroformovou slozkou &si

10) Supernatant (cca 50QI) opatrre piepipetujeme do novych oztenych 1,5 ml
eppendorfek. Jedba dat pozor, abychom pipetovali jeilgednou horni fazi. Pracujeme
stale v digestio. PouZzité Spiky vyhazujeme do nadoby na nebegpeodpad, stefatak
pouzité eppendorfky, ze kteryclteg vyhozenim slijeme chloroform ddigiusné lahve
na nebezpmy odpad (ozngena ,,odpad — chloroform®).

Horni, vodni faze supernatantu obashuje DNA, rozhaaspodni chloroformova faze
« obsahuji zbytky tkani a hydrofobni odpadni latkggimé kyseliny, proteiny, apod.).
Je nutné vyhybat se rozhrani a spodni chlorofornfazé které by znehodnotily DNA a
snizily vy¢Zzek. Pokud dojde ke kontaminaci chloroformovou, fédébrany supernatant
znovu centrifugujeme a do nové zkumavky znovu welabepouze horni fazi. Postup
s pridanim srnasi chloroform : isoamylalkohol a odebranim horndwd faze (kroky 7-10)
je mozné &kolikrat zopakovat.

11) Ridame 50Qul vychlazeného isopropanolu (z mrazaku).

12) 1-2 x pevratime (ngepeme) a nechadme cca 30 min stat v —20 °C.

13) Centrifugujeme 5 minip13 800 rpm.

14) Supernatant opatrrodpipetujeme do kadinky na odpad (v digé&stpouzijeme Spky
na 200ul). Na dré eppendorfky by rl byt vidét drobny mata bily az mirg zabarveny
pelet DNA. Po skoteni prace vylijeme obsah kadinky diiglusné lahve na nebezpe
odpad (oznéena ,odpad — isopropanol®).

15) Riddme 400ul vychlazeného 96% ethanolu (z mrazaku), promichdmoklepnutim
(pelet je vhodné uvolnit od&ty zkumavky, aby vokaplaval v kapalig).

16) Inkubujeme 15 min v termoblokui 37 °C.
17) Centrifugujeme 5 minip13 800 rpm.
18) Supernatant @popatrré odpipetujeme do kadinky na odpad (uZ neni nutdigestdi).

19) Riddme 200ul vychlazeného 70% ethanolu (z mrazaku), promichdmoklepnutim
(pelet je vhodné uvolnit od&ty zkumavky, aby vokaplaval v kapalig) a nechame cca 5
min stat.

20) Centrifugujeme 5 minipl3 800 rpm.

21) Supernatant @p opatrré odpipetujeme do ka&dinky a eppendorfky nechame 3.0wih
stat a vyschnout.
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22) Otevené zkumavky nechaméilplizné 5 min susit i pokojové teplat. Suseni ukatime
ve chvili, kdy jsou siny eppendorfky suché a pelet neobsahuje viditehpdk ethanolu.

23) K vysuSenému peletdigame (10-)30(—20Q)! TE pufru nebo sterilni vody.

Objem kapaliny je vhodné&ippisobit vyeZzku izolace. U vzorks velkymi DNA pelety je
mozné pouZzit&sSi objem, u vzork s malymi pelety je vhodné pouzit menSi mnozZstvi,
aby se DNA zbyteé¢ needila.

24) Pro uplné rozpudti DNA nechame vzorky statigs noc v lediice, gipadre je jest
inkubujeme 30 min na termoblokii 37 °C..
25) Fed pouzitim vzorky promichame proklepnutim a kr&t®ime na stolni centrifuze.

Kvalitu a koncentraci vyizolované DNA &kime spektrofotometricky nebo
elektroforézou na agar6zovém gelu.

26) Pokud nepoktaijeme dalSimi kroky, kratkodéb(dny az par tydi) miZzeme DNA
skladovat v ledrice, pro dlouhodobé uchovavani DNA zamrazime (-20°C)

C) Izolace DNA pomoci NaOH

Izolace pomoci NaOH je velmi levnhou a rychlou metogipravy DNA. Hojré se pouZziva
pro extrakci DNA z malych vstupnich mnoZstvi matkeri Hydroxid sodny jsobi denaturaci
burg¢nych enzynmi a narusi bustné sény (DNA se uvolni do roztoku). Ziskana DNA je
denaturovand,iettzce jsou separované. Takto izolovanou DNA Ize powib PCR
amplifikaci pro sekvenovani nebo PCR-RFLP, nelzal@ pouZit pro natme¢jSi metody
(napr. AFLP) a obect& neni vhodna pro organismy obsahujici velké mndZstvibitora.
DNA také nelze po izolaci vizualizovaginymi postupy na agar6zovém gelu ani nelze
stanovovat koncentraci spektrofotometricky. Taktiskanou DNA gkdy neni mozné
dlouhodols skladovat (degraduje).

Postup izolace

1) Ke vzorku tk&s (< cca 0.5 crf) ptidame 10-20 pl 0,5M NaOH (objem roztoku upravime
podle mnozstvi materialu). Drtime pomoci homogenikdi a sterilniho pisku {fpadré
Ize pouzit tekuty dusik — viz kapitola izolace hitestr. 3)

2) Hidame dalSich 201 0,5M NaOH a podle pé¢by pokr&ujeme v drceni dalSi 1-2 min.
3) Centrifugujeme 2 min 13 800 rpm.

4) Supernatant ippipetujeme do nové eppendorfky nebo PCR stripuatadime 1:10
roztokem 100mM Tris-HCI, pH 8,3 {iklad: odebereme 2 ul supernatantdengseme ho
do zkumavky s 20 ul roztoku).

5) Podle paeby dal needime roztokem 100mM Tris-HCI pufru nebo steriladau.
6) Skladujeme v mrazakuip20°C.
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D) Otestovani kvality DNA na agar6zovém gelu

» Pripravime 0,7 % agarosovy gek{p. pouzijeme recyklovany), viz str. 7.

» Pouzivame Spky s filtrem; na parafiim nebo do dedty pripravime kapky po 0.8 pl
nanaseciho pufru (ozteny “GelRed’, fipadrt 'LD+SG") a pidame po 2 ul DNA,
promichame pipetovanim a naneseme na gel.

» Jako Zehicek naneseme 3 |l DNA-Hindlll

* Na gelu by mil byt vidét 1 vyrazny pruh DNA o hmotnosti¢kolika kbp, gitomnost
mensich fragment (resp.smea) indikuje fragmentovanou (degradovanou) DNA nebo
nedostatéen¢ odstragnou RNA.

E) Méfeni koncentrace DNA a fedéni DNA

Méreni koncentrace DNA

Koncentraci DNA mifime pomoci ,NanoDropu“ (mikroobjemového spektrofogiru)
Avans Biotech UVS-99 nebo spektrofotometru BiowaVe(Biochrom) — navody viz
str. 48, 49. Koncentraci DNA stanovujeme na zaklablsorbance v UV oblastiip260 nm
(maximum pro DNA). Zaznamenavame i absorbarfc30 nm a 280 nm, které vypovidaji
0 zn&isténi DNA nizkomolekularnimi latkami (polyfenoly, saidy, aj.), resp. proteiny.

Zaznamenavame:
» koncentraci DNA, obvykle v ng/ul

* pomery absorbanci Ao/ Axgsoa Aeso! Az3o
Oba pondry by pro ¢istou DNA ndly byt v rozmezi 1,8-2,0(-2,2). NizSi hodnoty
« indikuji ne zcelafistou DNA, coz mi¥e zpgsobovat problémy vekterych aplikacich
(nap’. restrikkni metody, kde kontaminanty mohou ovlivnit akitigfacifitu
restriktaz). Zarove kontaminujici latky maji nenulovou absorbanci @60 nm, cili
stanoven&oncentrace DNAbudenadhodnocenavelikost odchylky ale nezname!

» skute&né hodnoty vSech absorbanci (260 nm, 280 nm, 230 nm

Pro absorbance <0.01 jiz neni¢deni p‘esné a vyptiené hodnoty jsou velmi
« nespolehlivé. Profesné rdeni je pak nutné pouZzit memnsitni vzorku.

Odhad koncentrace DNA z gelu

Koncentraci DNA IzepFiblizn é odhadnout z agar6zového gelu. Porovname intepeituku
DNA s prouzky Zeficku (ladden, u kterych je znama koncentrace (viz str. 9). &fgme
prouzek s podobnou intenzitou a vyame mnoZzstvi (hmotnost) DNA (mnozstvi DNA *
nanaseny objem z#bku). Prouzek izolované DNA obsahuje podobné mndZBiNA,
koncentraci ziskAmegtEnim nanaSenym objemem vzorku. Pozor aleigleat brat v Gvahu,
Ze intenzita prouzku obetklesa s klesajici délkou fragmentu!

Redéni DNA
* Lze pouzit nasleduijici 2 vzorce (jednoduch&temka)
Vyzorek= Cfinal ! Guzorek™ Vfinal Vvoda= Viinal — Wzorek , kde

Vyzorek j€ Objem fivodniho (néedtného) vzorku, gorek j€ koncentracegvodniho vzorku,
Ciinal J€ POZadovana koncentrace @gje pozadovany kortay objem.

* Napiklad chceme 50 pl DNA o koncentraci 50 ng/ul a meak dispozici DNA
o koncentraci 215 ng/ul,. MnoZstvi vzorku a stémody spéteme takto:

Vyzorek= 50 /215 * 50 = 11,63 pl Wda= 50 —11.63 = 38,37 pl
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Elektroforéza DNA

PFiprava horizontalniho agar6zového gelu

Pro uSatni naklad je vhodné recyklovat pouzité agarosové gely (obyke nachazi
v lednici v Erlenmeyerayvbaice). Tyto gely nejsou pouzitelné priigravu kvalitjSich gel
pro post-stainingoarveni — pro tytodely je nutné fipravit gel z nové, nepouzité agarosy.

1)

2)

3)

4)

5)

6)
7)

8)

Podle potu nanasenych vzoikka poZzadované velikosti jamek zvolime velikost vyia
hieberii. Od velikosti vaniky je odvozen objem gelu.

Vaniku polozime na nalévaci stolek, ugawe pislusSnymi zarazkami (,kSandy“) nebo
zalepime volné strany pomoci izolepy. Diedu vaniky vloZime vodovahu a stolek v
piipack potteby vyrovndme pomoci kalek v rozich stolku.

Pokud recyklujeme agarosové gely, vybereme atlig€ mnozstvi pouzitych gel

a pokr&ujeme krokem 5. Pokudfiipravujeme gel z nové agarosy, do Erlenmeyerovy
baiky piiméierg velkého objemu navazime néepvazkach agarosu (kdapgjSi navazky
viz tabulka).

Pro vizualizaci genomové DNA je nejvhe@n 0,7 % gel (ostatni koncentrace také
funguji, ale zbytne se plytva agarosou); pro PCR produkty o délce 2000 bp je
nejvhodidjsi 1,0-1,3 % gel (niZ8i koncentraceizpbi horsi rozliSeni kratSich produikt

koncentrace| agarosa [g] pro gel o objemu [ml]
% 30 50 60 120| 200
0,7 0,21 | 0,35 | 0,42 0,84 1,4Q
0,8 0,24 | 0,40 | 0,48 0,96 1,6(
1,0 0,30 | 0,50 | 0,60 1,200 2,04
1,3 0,39 | 0,65| 0,78 1,56 2,6(
15 0,45| 0,75| 0,90| 1,80, 3,0(

Fidame pislusné mnozstvi 1xTBE pufru (odiime odmérnym valcem). Idealni je
nechat je& smes rekolik minut stat pi pokojové teplat (agarosa se hydratuje a |épe se
rozvai).

1xXTBE pufr je k dispozici v kanystru nad elektrézami. Zasobni *0koncentrovany
roztok je v lednice.

Vlozime do mikrovinky na 550-700W a nechame Ichagtit — kontrolujeme, aby var
nebyl gilis prudky a agarosa nevykdlp ven! ORas krouZzenim promichame

(pro rozpustni agarosy je wezitejSi spiSe otasné promichavani nez dlouhodoby var).
Opakujeme tak dlouho, az je rozt@iky, nesmi v gm byt viditelné krystalky agarosy.
Uvaeny gel ochladime krouZzenimib@u pod pomalu tekouci vodou na teplotu cca 50°C
(odhadneme tak, Ze udrzime ruku na daiky).

Gel opatrgy nalijeme do varky, nasadime do éphiebinky a Spikou odstranime
piipadné bublinky v gelu. Nechame tuhnout cca 30 minu

Po ztuhnuti vatky s gelem sundame zarazky nebo izolepu, vliozZirde glektroforetické
vany a zalijeme 1xTBE pufrem tak, aby cely gel b38né pod hladinou. Opaten
vyjmeme ltebinky.
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Nanaseni vzork U, elektroforéza

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Do mikrotitra&ni desttky nebo na kousek parafilmu rozpipetujeme modryasaci pufr s
barvivem GelRed (zkumavka ozmma ,GelRed") pro planovany pet vzorki. Poner

objemi vzorek:pufr by mil byt asi 2:1-3:1. Pouzivame 8&ku s filtrem, neni ieba
pokazdé rnit.

Do jamky s pufrem / do kapky pufru na parafilpipetujeme DNA (nezapomeneme
vzorek vzdy ped pipetovanim opaténpromichat!). Na kazdy vzorek bereme novou
Spicku.

Prvni jamku vynechame pro Zglek, u &tSich gel mize byt vhodné nanaset #glek z
obou stran, Pip. doprosted mezi vzorky (pak vynechdmégiusnou jamku).

Do dalSich jamek pipetujeme cely objemésnDNA + nanaSeci pufr. Pouzivame &i
s filtrem, mezi vzorky proplachneme pufrem ve &areni teba mezi vzorky gnit.

Nesmime propichnout dno jamky! &pi pipety stai umistit i lehce nad jamku
« (vzorek zapadne dovnitvlastni vahou). Rmérere rychle vypoustime vzorek do

jamky, snazime se ndat bubliny. Pokud ve Sgge zbyva malé mnoZstvi vzorku,
vyplachneme jej do jamky opatrnym propipetovavarPo. vypusini celého objemu
Spicku plynule vytdhneme z jamky (ne trhnutim — stsi@ihom s seboudast vzorku).
SnaZime se pracovat rychle (ale v klidu!), modrévéae vzork po naneseni do jamek
pomalu difunduje do gelu (,rozpiji se").

Do druhé jamky (fip. dalSich) pipetujeme Zz#bek (adder), volime obvykle stejny
objem jako je satet DNA + nanaSeci pufr. Pro velké fragmenty g izolaci DNA)
pouzivame, DNA / Hind Ill, pro mensi fragmenty (nApPCR produkty) 100 bp ladder
(viz str. 9).

Po naneseni vSech vzorkna gel piklopime viko s pivodnimi kabely, gpojime
elektroforézu ke zdroji; n&p nastavime v modu ,SET" — u nejmensSi elektrofgréz
nepouzivame vice nez 60 V, &tSich elektroforéz Ize nap zvysit na cca 120 V.
Pro spudini elektroforézy vypneme mod ,SET“. PouzZitou milratni destéku
dukladre umyjeme detergentem a oplachneme destilovanouwodo

Ve chvili, kdy¢elo (rychlejsi bardka) dojizdi ke konci gelu, vypneme proud (nastduit
modu ,SET"), vypneme zdroj, sejmeme viko elektretaké aparatury, vyndame vaki
s gelem a gel umistime do komory UV transluminat®iko elektroforézy po vyjmuti
gelu ogt priklopime.

Prace s dokumenta €énim systémem Gel Imager a softwarem Scion
VisiCapture

1)

2)

Do komory fotodokumentaiho zaizeni umistime samotny gel (bez wy) a ot@ime
ho tak, aby horni strana s jamkami byla podél lstrdny komory transiluminatoru.
Opatrnym pejizdnim prstem po povrchu gelu se zbavim@&agdnych vzduchovych
bublin pod gelem, gel srovname.

Bez rukavic spustime program Scion VisiCapture.

Na ovladani dokumentaiho z&izeni, fotoaparat, klavesnici a mysScface atd.
* nesahame v rukavicich!
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3) Klikneme na ,Image“ a vybereme ,Start Live Captg“. Pokud se v okh programu
neobjevi obraz, odpojime a znowipojime kabel spojujici kameru afta¢ (tenka #ara
nahde na kamie).

4) Fi otewenych dvikdch komory si gel ffipravime k foceni, fimo na objektivu kamery
muzeme vyladit zoom (velikost gelu nebo jeRdsti; prostedni, nejuzsi krouzek
objektivu) a zaogeni gelu (spodni Siroky krouzek objektivu).

5) Zaveme dvika a zapneme UV s8tlo, expozici upravime clonou (horni krouzek
na objektivu), pip. obraz doosgime; expozici Ize vyladit také volbou ,Image* —
.Properties”, kde nastavime délku expozice (polaudédni nutné, nenastavujeme delSi nez
1.2 s — program by pak reagoval se zgoht) a miru elektronického zesileni signalu
(gain).

6) Klikneme na ,Image“ a gel vyfotime dakem ,Snap*.

7) Obrazek ulozime vybranim ,File* a ,Save As“ dtiglusné slozky. Ukladame vzdy ve
formétu .tif. Pro pozgSi praci je vhodné vytiit vyrez a ulozZit v UspokijSich formatech
(.png, .jpg, apod.), na pidci je k tomuto @elu nap. program Irfan View. Popigisel
vzorkia a jiné sofistikované grafické Upravy provedeme ddpzv jakychkoliv dalSich
grafickych programech.

8) Vypneme zdroj UV sitla, ote¥eme dvika, gel v rukavicich vyhodime do nadoby k tomu
urcené — gely se v laborataecykluji!. Cistime plochu UV transluminatoru ethanolem.

Recykluji se pouze gely zpracované pomoci modrafra p GelRed. Pokud jsme
 vyjimené pro barveni DNA pouzili SybrGreen (zkumavka dena ,LD+SG"),
nevhazujeme gel do stejné nadoby jako gely bar(gra&l) netoxickym barvivem GelRed,
ale vyhodime je do zvlastni nadoby na gely se SgkrG Gely barvené v lazni s roztokem
GelRed (tzv. post-staining, viz dale) se vyhazugr#sného odpadu.

v/ w

DNA Zeb¥Fi€ky (ladders) pouzivané v laborato Fi

MnoZstvi DNA uvedené u jednotlivych fragmeémtdpovida Jul Zelx¥icku ve standardnim
fedni pouzivaném v nasi labor#to

A DNA / Hind Ill Digest (NEB) 100 bp DNA ladder (NEB)
[ 23130bp 199ng 1517 bp 38ng
— 9416 bp 8.1 ng 1200bp 29ng
[a—— & 557 bp 5.8 ng 1000bp 79ng

900bp 23ng
800bp 20ng
700 bp 1.8 ng
G600 bp 1.5ng

500bp B1ng
400bp  32ng

N— 4 361 bp 38ng

300bp 24ng
2322bp 20ng 200bp  2.1ng
2027 bp 1.8ng 100 bp 40ng
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PCR — polymeradzova fetézova reakce

(Polymerase Chain Reaction)

Princip
Polymerdzovaettzova reakce umdilje zmnozeni (amplifikaci) tité ¢asti DNA in vitro.
Zakladni usptadani PCR vyZaduje vytieni sn&si reagencii a nasledné cyklickéidgani
teplot.
Slozky PCR snési (PCR mix)
+ templatova DNA — naSe studovana DNA, jejfast chceme namnozit (gef@st genu nebo

nekodujici sekvence)

 DNA polymeraza — enzym, ktery buduje novietzec DNA podle vzoru templatu;
obvykle se pouzivdaq polymeraza z bakteri€hermus aquaticygpro specialni aplikace
mame v laboratd nékolik dalSich polymeraz gpsrejSich, ale drazSich)

* PCR pufr — udrzuje stabilni pH a obsahuje chemikalie pronogini aktivitu a stabilitu
DNA polymerazy

« MgCl, — Mg?* ionty slouZi jako kofaktor DNA polymerézy&tginou sotéast PCR pufru

* nukleotidy (ANTP) — sneés deoxyribonukleosid trifosfat(dATP, dCTP, dGTP, dTTP),
z&kladnich stavebnich jednotek DNA

» primery — oligonukleotidy (kratké Useky jedreizcové DNA), zpravidla o délce 10-25
bazi parujici se s komplementarni sekvenci v teioygaDNA a slouzici jako pateni
misto replikace DNA, bez kterého by DNA polymeramanohla z&it syntézu nového
fetézce; k extenzi primeru dochazi ve &m 5—3' now vznikajiciho vldkna; sekvence
primen definuje Usek, ktery se bude amplifikovat

PCR teplotni program

Cyklické stidani teplot umaiuje pristroj zvany termocykler. Typicky PCR program zaljen

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

k amplifikaci DNA a ktery se opakuje 30—-40x, a Zzaxerecné kroky:

1) zahrati bloku cykleru: 80°C, cca 30 s — vzorky nejsou kigtroji od z&atku, vloZzime je
béhem této faze
tento krok neni nezbytny, aleibe zvysit specifitu PCR a zlepSit vysledky

2) pocatecni denaturace 94-98°C, 5 min — dochazi k odtkeni komplementarnich
rettzci DNA

3a) (cyklova)enaturace 94-98°C, 20 s—1 min

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

3c)syntéza DNA (elongace, extenzey2 °C, 1-2 min — optimalni teplota ptmnost DNA
polymerazy; na tvorbu 1 000 bazi jeiedta cca 1 min

4) konetna elongace72°C, 515 min — dokodeni syntézyasténych produki

5) zchlazeniPCR reakce; 15°C

Nekteré publikované protokoly uvgd4°C, takto nizka teplota ale®téinou neni nutna a
zbyte'né za¥zuje gistroje

Pri sttidani #i teplot dochazi k exponencialnimu mnoZeni poZadéva Useku DNA

vymezeného dvojici pouzitych printevznika 2 kopii z kazdé molekuly templatu.

10
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Optimalizace PCR

Cilem optimalizace je specificky {dich PCR reakce, tj. aby vznikal pouze jediny produkt

odpovidajici amplifikovanému Useku. Viipads, Ze produkt PCR reakce nevznika

v dostaténém mnoZstvi nebo je vysledkem vice produkidlisné délky (nespecifické

produkty), reakce neprébla optimalg. Je nutné zgnit reakini podminky tak, aby PCR

probéhla usgsSré. Je mozné #nit koncentrace jednotlivych slozek PCR &m nebo
modifikovat teplotni cyklus, optimalni variantu tigba pro konkrétni material (taxonomicka
skupina, studovany usek DNA) vyzkouSet. ddsigjSi modifikace jsou:

* Zména koncentrace DNA Snizenim koncentrace DNA snizime i koncentréig@gunych
inhibitora PCR, které mohou bytifpomny ve vzorku. PCR fize UspsSre probshnout i
s mnozstvim DNA mensim nez 1 ng

Nekdy naopak poriize zvySit koncentraci DNA az na 50 ng

» ZvySeni koncentrace MgC). Hoicik stabilizuje komplex DNA-polymeraza, zvyseni
koncentrace na 2.5-6.0 mM (standardni koncentedes-2.0 mM) mize Finést uspch;
Mg®* ionty se ale vazi na dNTP, protiligné zvySeni koncentraceiite snizit dostupnost
dNTP a snizit viizek reakce (fp. je nutno kompenzovat zvySenim koncentrace dNTP)

» Pridani aditiv. Nekteré latky (DMSO, formamid, betaine, glycerol, BS®NH,),SQy)
mohou zvySovat stabilitu polymerazy a speaifist vazby primer;, obvykle jsou (8které
Z nich) sodasti kometnich PCR pufit a mix.

* Modifikace PCR cyklu. Prodlouzeni / zkraceni doby annealingu a elongaegseni
poctu cykli (pokud PCR neprobiha), prodlouzeni doby denatufacené u templdt
bohatych na GC baze). NaptjSi — zntna teploty annealingu — viz nasledujici bod.

* Zména teploty nasednuti primeru (annealingu). Teplota nasedani pritnéy msla byt
0 5°C niZS8i neZ teplota tani (denaturace), tzv.timgeltemperature ({) primefi. Pro
primery kratSi nez 25 bp se, Vypctita podle zastoupeni baziy E 4*(G+C) + 2*(A+T).
PriliS vysoka teplota annealingu igobuje nestabilitu vazby primena templat a snizeni
vytéZku PCR. SniZzenim teploty annealingu umoznime hgeddu primek na templatovou
DNA, priliSné snizeni vSak fe vést k tvord nespecifickych produkit Idealni je provést
gradientovy pokus a nasletimybrat nejvhodgsi teplotu.

» Touch-downprotokol. Do teplotniho programu se nacatek amplifikace zadi rekolik
cykhi s vy3Si teplotou nasedani primiektera se postugnsnizuje. V prvnich cyklech
(za vysSi teploty) vznikaji jen specifické produkiykdyz v menSim mnozstvi. NizSi
teplota v dalSich cyklech zajisti dostate vyteZzek, gicemz specifické produkty diky
»nNaskoku" z prvnich cyKl zcela pevladaji.

« Uprava ramping time (rychlosti gechodu z jedné teploty na druhou)i Pychlém
zahrivani z teploty annealingu na teplotu elongac&encast primeé odpadnout od
templatu, ¢imz se sniZuje vy¥ek reakce. Pro dostatyy vyttZzek je pak nutné snizit
ramping time(standard#é byva 3°C/s, u naysich cykleru i vice, sniZzuje se na 1-2°C/s).
Upravaramping timgje standardni s@asti nap. u metody AFLP.
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PCR protokol s vyuzitim Plain PP Master Mixu (Top-B  i0)

* Plain PP Master Mix jiz obsahuje PCR pufr, MgGliukleotidy, DNA polymerazu a
nektera aditiva. Jeho pouzitim se vyraznizuje¢as nutny pro fipravu PCR reakce.
Snizenim p&tu pipetovacich krakje eliminovana chybovostigptipraw PCR snisi.

» Stejnym protokol Ize pouZzit ro¥h pro 2x koncentrovany mix od firmy Fermentas
(odliSuje se hlavamensim mnoZstvim polymerazy — je proto ksi).

» Pro speciélni aplikace jsou v labofate dispozici i chemikalie umaiujici namichat
PCR mix samostatnpo jednotlivych slozkach (n&ppokud je poZzadovana odliSna
koncentrace MgGInebo polymerazy).

* PCR reakce lze provédv riznych objemech, s ohledem na naSe zkuSenosti (s
malymi objemy se iire pracuje) a planované pouziti PCR produktu. Obijeakce
obecrg volime co nejnizsi (uSeni naklad); mnozZstvi jednotlivych sloZzek udavéa
nasledujici tabulka:

. objem (u) vysledna

reagencie 20l | 15l | 20l | 7,5u | S5yl konc.
reakce | reakce | reakce | reakce | reakce

PCR voda 4,4 3,3 2,2 1,65 1,1
5' primer (2,5 pmol / pl)* 2,4 1,8 1,2 0,9 0,6 0,3uM*
3' primer (2,5 pmol / pl)* 2,4 1,8 1,2 0,9 0,6 0,3uM?
2x Plain PP Master Mix** 10,0 7,5 5,0 3,75 2,5 1 x
celkem 192l 14,4l 96l | 7,2ul| 4,8l
DNA*** 0,8ul| 0,6ul| 0,4ul| 0,3ul| 0,2ul

* Plati pro v laborat@i nejcas¥ji pouzivanou koncentraci pracovniho roztoku pritner
2,5 pmol/ul (= 2,5uM) a neéasjsSi finalni koncentraci 0,3 WMP#A pouZiti jiné
koncentrace prime#é / jiné pozadované finalni koncentracg nutno slozeni s@si
upravit, zm#na objemu primefi se kompenzuje ekvivalentni dpravou mnoZzstvi vody.

** Plain PP Master Mix ve finalni koncentraci obsagh 75mM Tris-HCI pH 8,8;
20mM (NH).SQ;; 0,01% Tween20; 2,5mM Mgl 200uM dNTP  kazdého typu;
Taq DNA polymerazu ( 0,05 Ud); stabilizatory a aditiva.

*** MnozZstvi DNA Ize upravit, zému kompenzujeme ekvivalentni ipravou objemu vody.

1) Po celou dobu pracujeme na ledu. VSechnyepoge reagencie nechame thupu

2)

3)

4)
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rozmrznout, promichame proklepnutim prstem a kr&imime na stolni centrifuze.
Mezitim si ozngime PCR zkumavky nebo stripy nebo ddgti

Do sterilni eppendorfkyipravime PCR s&s pro gislusny péet vzorki + 1 (rezerva pro
pipetovaci chybu a negativni kontrola). Kamame 10 vzork PCR smis gripravime pro
11 vzork.

Jednotlivé slozky pipetujeme v iagli: voda, primery a Plain PP Master Mix. &m
promichame a kratce sime na stolni centrifuze.

Frislusny objem PCR stai (fadek celkem rozpipetujeme do 0,2 ml PCR zkumavek,
stripd nebo jamek destky. Zbytek mixu pouZzijeme jako negativni kontrok¥idame
DNA v mnozstvi odpovidajicimu objemu reakce, DNApindavame do negativni
kontroly. Promichame, kratce 8tme v centrifuze. Vzorky jsouijpraveny k vioZzeni do
termocykleru.



PCR

5) Spustime odpovidajici teplotni program. Porathbloku termocykleru na ca 80°C
vloZime vzorky do fistroje a dotahneme jeho viko pomoci Sroubovaciheka.

Priklad PCR teplotniho profilu:

1x 94°C 3 min (ptéteini denaturace)

35x 94°C 0,5 min (cyklova denaturace)
[Ta]°C 1 min (nasedéani primerspecifické pro dany primerovy par)
72°C 1 min (cyklova elongace)

1x 72°C 10 min (finélni elongace)

1x 15°C hold (ochlazeni st pro prolghnuti PCR)

6) Po probhnuté reakci zkontrolujeme vysledek elektroforézoa agar6zovém gelu.
Smisime 1.5-2 pl produktu s 0,8 ul nanaSeciho pafnaneseme nainy 1,0-1,5 %
agardzovy gel v TBE pufru, déd Ize pouzit recyklované gely. Jako standard namese
3 ul 100bp ladderu. Na gelu byehbyt vidét jediny pruh DNA = dekavané velikosti
(pripadreé navic neostry prouzek dimeprimeri < ca 100 bp). Ve slepé kontrole nesmi
byt vidét Zadny produkt (obvykle se vyskytuje pouze proudikeri primerd), pozitivni
vysledek zn& nezadouci kontaminaci PCR &sii
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Sekvenovani DNA

Sekvenovani DNA

Princip

Sekvenovanim zjistime padi bazi (A,C,T,G) v konkrétnim Useku DNA. Postupzeme
rozctlit do nékolika kroki:

1. PCR a piprava smeési pro sekvengni reakci. Pomoci dvojice primér amplifikujeme
vybrany usek DNA. U slabych prouzkndikujicich nepilis efektivni PCR amplifikaci je
pied sekvenovanim nutné purifikaci odstranit zbylénpry a neinkorporované nukleotidy
(dNTP). Pro naslednou sekvénareakci je pidan pouze jeden primer (také koncentrace
vSech slozek, detné templatu a dNTP, musi byt pémé piresrg vybalancovana).

2. Cyklické sekvenovani(cycle sequencing). Modifikovana PCR reakdekferé jsou krors
dNTP v  sekvenmi snesi pritomny i fluorescetné znaené  ddNTP
(2°,3"-dideoxynukleotidtrisfosfaty). iPinkorporaci ddNTP do vznikajicihtettzce DNA je
zamezeno jeho dalSimu prodluzovani. Vysledkem sekwné reakce je tak sés nizne
dlouhychiettzci DNA a kazdy je fluorescéné ozna&en barvou podle toho, kterou bazi
kongi.

3. Purifikace produkta sekven&ni reakce Pred analyzou na automatickém sekvenatoru je
tieba produkty cyklického sekvenovaréfistit, nag. na Sephadexu.

4. Sekven#@ni analyza na automatickém sekvenatoruPouzivame sekvenator ABlI PRISM
3130xI firmy Applied Biosystems v Labordiaggenomiky, ktera je spat@eym pracovig&tm
PrF JU a Biologického centra ASR a najdete ji v fizemi UMBR, nebo zasilame vzorky
komegnim firmam (nap. SEQme, Macrogen). V sekvenatoru jsou produktyee#ni PCR
roz&kleny kapilarni elektroforézou a je moznadefist posloupnost jednotlivych bazi.
Sekvenator umozni obvykle spoleRligist cca 600—-800 bazi (zalezi na kwaliivodniho
PCR produktu a na konkrétni sekvenci). Pokud chcsekwenovat delSi Usek, je obvykle
tieba provést dvsekvenani reakce s tzv. forward a reverse primerem, PGRiykt bude
osekvenovan z obou stran. Ziskan&idf#ekvence se potom spoji dohromady wiaoi
pomoci specializovanych progréam

V naSi laboratt provadime pouze ffpravu sekvenmi reakce. DalSi kroky provadi jiz
samostaté sekvenani laboratde jako sowést sluzeb, které jsou v cesekvence.

A) PCR amplifikace

Viz obecny protokol k PCR, str. 12. Pro kvalitu gekovani je nutné, aby vzorek obsahoval
pouze jediny specificky PCR produktiipp. aby byl specificky produkt alespovyrazre
intenzivrejSi nez nespecifické produkty.

PCR produkt fecistime, nejastji pouzivame enzymatickergisteni (,ExXoSAP*,
protokol B), fip. Ize pouZzit komeni kity (protokol C).

14



Sekvenovani DNA

B) Enzymatické p reéisténi PCR produktu (Exo—SAP)

Vyuzivdame kombinace 2 enzym Exo | (exonukleaza 1) &i jednovlaknovou DNA
(neinkorporované primery), SAP (Shrimp Alkaline Bpbatase) odstrani neinkorporované
dNTP (druhy enzym v s@asnosti nahrazen analogickym FastAP).

Postup

1) Do nové PCR zkumavky / PCR striptepipetujeme 1,4l PCR produktu.

2) Pridame 0,4ul smesi Exo—SAP (pip. jiny vyzkouSeny objem), promichame proklepnutim
prstem a kratce stome na stolni centrifuze.

3) Vzorky umistime do cykleru a spustime program sedz Exosap’, ktery zahrnuje
nasledujici kroky: 37°C — 15 min (pro aktivitu en®), 85°C — 15 min (inaktivace
enzymi), 15°C — hold.

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

Obecné

» Pred zapoetim prace zkontrolujemetigani ethanolu (zaSkrtnuti pdkia na lahwice)
do pufru H2, pip. ethanol doplnime podle pokiymyrobce.

« Do 1,5 ml eppendorfky odpipetujeme feiiny objem PCR vody (viz bod 9) a
piedeliejeme na 65°C v termobloku.

 Pokud jsou kdispozici, pouzivame recyklované kkjor(nizSi cena, jsou uloZzené
v ozna&enych sécich).
Postup

1) K PCR produktu fidame roztok H1 v pogmu 1:4 (nap. k 10 ul PCR produktu idame
40 ul H1) a dikladng promichame na vortexu.

2) Kolonku s membranou vioZzime do ozeaé 1,5 ml nebo 2 ml eppendorfky bezkai
(sowast kitu), na kolonky ifepipetujeme sis z edchoziho bodu.

3) Centrifugujeme 1 minututpl2 000 rpm.

4) Filtrat (to, co proteklo kolonkou) vylijeme dadtinky, DNA Zistala vazana na memb#n

5) Vlozime kolonku zgt do 2 ml eppendorfky affjgame 20Qul roztoku H2.
Pro purifikaci PCR reakce o objemu >2bje vhodwjSi pouzit 50Q roztoku H2.

6) Centrifugujeme 1 minuturpl2 000 rpm.

7) Filtrat vylijeme do kadinky (DNA vazana na merfirje promyta).

8) Vlozime kolonku zg do 2 ml eppendorfky a centrifugujeme 1 minuturpaximalnich
ot&kéch (13 800 rpm), abychontikdladné odstranili roztok H2 z kolonky.

9) VloZzime kolonku do nové ozéené 1,5 ml eppendorfky (neni sasti kitu) a pimo
na sted membrany pipetujeme 30PCR vody pedeltaté na 65°C.

10) Inkubujeme 5 minippokojové teplat.
11) Centrifugujeme 2 minipl2 000 rpm (DNA je uvoléna z membrany do roztoku).
12) DNA kratkodoB skladujeme v lediice, dlouhodo® pii —20 °C.

13) Kolonky z kitu po skafeni prace nevyhazujeme, vioZzime je do lahve s 1M HC
pro recyklaci.

15



Sekvenovani DNA

D)

PFiprava vzork U pro sekvenovani DNA

Pro optimalni pibeh sekvenani reakce je péeba dodat optimalni mnozstvi PCR produktu a
zvolit spravny porér koncentrace primeru ku PCR produktu. Zejména rsivdZDNA je
dulezity parametr, icemz nepiznivé jsou ¥tSi odchylky oBma sméry, tedy malo / moc
DNA (zptasobuji mén kvalitni az neitelné nebo filis kratké nekompletni sekvence).

Obecné

Pro Sangerovo sekvenovani (tj. sekvenovani pomuooreiscetné znaenych ddNTP)
musi byt pesré vybalancovan poem dNTP a ddNTP (vedle koncentrace prihex
DNA). Standardd se (alespd pro sekvenatory ABI) pouzivd BigDye Terminator
v3.1 Cycle Sequencing Kit, jehoZ nevyhodou ale Ze, neni mozné iglist prvnich
cca 30 bazi sekvence. Pokud je pro ndszty paiatek sekvence studovaného useku, Ize
pouzit BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kiery se ale nehodi k sekvenovani
delSich Usek DNA (coz je ale v fipact botanickych aplikaci&tSina).

Pripravu sekvenmi reakce (Vetnd pridani kitu) provadi sekvemai firma. V nasi
laboratdi piipravujeme pouze s¥s templatu a primér(predpis plati pro 3.1 kit):

Laborato¥ genomiky SEQme, s.r.o.
BC AVCR

reakce o objemu7,5pul reakce o objemulO pl
PCR produkt MnozZstvi PCR produkt Mnozstvi
/ plazmid DNA (velikost) DNA
100-200 bp 0,5-1,5ng < 500 bp 50 ng
200-500 bp 1,5-5ng 500-1000 bp 100 ng
500-1000 bp 2,5-10 ng > 1000 bp 200 ng
1000-2000 bp 5-20 ng plazmid 500 ng
>2000 bp 10-25 ng
primer 2,5 pmol primer 25 pmol
(celkem) 1 ul pii konc. 2,5 pmoldl (celkem) 2,5ul pii konc. 10 pmoldl
Postup
1) Spitame potebné mnoZstvi sekvetrdho primeru (v zavislosti na koncentraci jeho

2)

3)
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zasobniho roztoku), nggsgjSi mnozstvi viz tabulka vyse.

Zvolime mnozstvi vzorku po purifikaci. Vhodnéoistvi pro konkrétni material jgeba
vyzkouSet (nebo koncentraci DNA Zfit)

Pro vzorky po Exo—SAP purifikaci je vhodné pouZitu0 pro velmi silné prouzky
(kontrolni gel po PCR), Ll pro ,normalni“ prouzky, pro slabé PCR produktyvétsi
objemy.

Pro vzorky purifikované kitem volime obvyki&Sivobjemy, v zavislosti na koncentraci
DNA, nag. 3 ul. Pri purifikaci kitem dochazi k riadéni vzorku (nap. pokud bereme 10
puvodni PCR reakce, je koncentrace po purifikaci apugséni do 30l minimalre 3x
nizSi nez vodni, ve skut@osti jeS¢ mensi — ztratyp purifikaci).

Je mozné zmt koncentrace DNA spektrofotometricky a na zaklathdmé
koncentrace fesny objem templatu vygitat (drzime se horniho okraje uvedeného
rozmezi koncentraci). V praxi se ale ukazuje, @e&mi pro PCR produkty je celkem malo
presné a mnozstvi PCR produktuijebia oproti vypétu navysit (akdy az 2—3x).
Dopaiteme patebné mnozstvi sterilni vody tak, abychom dostaligulmvanycelkovy
objem reakce.



Sekvenovani DNA

4)

5)
6)

Do oznéenych 0,2 ml eppendorfek (pro Labotagenomiky),pop. 0.5 ml nebo 1.5 ml
safe-lock eppendorfek (pro SEQme; v tomitipact firma akceptuje jakykoliv typ plastu,
ale uvedeny se dob oswdéuje) pipetujeme vzorky pro sekvenovani, gmi sterilni
voda — primer — DNA.
Poklepem na eppendorfku prsty promichame adstt€ime na stolni centrifuze.
Pro sekvenovani v Laborsitagyenomiky BC AWCR vyplrenym sekvenéni protokol
(http://alfa.bc.cas.cz/img/laboratore/laborator-gaiky-pozadavkovy-formular-pro-
sekvenaci.doc Vzorky s protokolem odneseme do laborate pizemi UMBR AV CR.
Pro sekvenovani u firmy SEQme vyplnime on-line bjednavku
(www.sekvenovani.qz vytiskneme potvrzeni objednavky a spolu se woidkzime do
obalky a odneseme do schranky firmy vedle vratBiodogického centra.
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Klonovani

Klonovani

Princip

Klonovani je klasickd metoda genového inZenyrgioimoci které se vytvarekombinantni
molekula vnesenim fragmentu DNA do vektoru (plaamidlednim z moZnych pouZziti je
namnozZeni a separace molekul heterogenniho PCRukitgpdnap. u multi-copy Usek
nebo vzork s vnitrogenomovou variabilitou (alely u singlevit@opy ger, hybridi,...), nebo
u produkti kontaminovanych nezadoucim produktem amplifikace.

Pro klonovani PCR produktlze pouzit nap pGEM-T Vector System | od firmy
Promega (obsahuijici plazmid pGEM-T (viz obr.), TRIDligazu, liga&ni pufr a kontrolni
inzert). Tento vektor obsahuje poly-Fegahy v klonovacim mistkteré jsou kompatibilni
vaci A-presatim vytvaenym \tSinou termostabilnich polymerazhem PCR. ZvySuje se
tak &innost ligace PCR produktu do plazmidu. Vlastni pGE vektor nese gen rezistence
vaci ampicilinu  (Amp), ktery umaiuje pimou selekci transformovanych bakterii.
V klonovacim mist leZi gen kodujickast enzymup-galaktosidasy-Gal), LacZa-peptid.
VloZenim PCR produktu do této oblasti, tzv. inmérinaktivaci LacZo-peptidu, je porusena
produkce a-peptidu a pB-Gal se stavd neaktivni. To uniofe barevnou selekci
rekombinantnich klaoin (tzv. modro-bila selekce). Na miskach s ampicitingyrostou pouze
bakterie transformované plazmidem s rezistencigdimje dale fitomen substrat prp-Gal
(ozna&ovany X-Gal), ktery je v fdpact aktivni p-Gal (nedoslo k inzerci PCR produktu do
plazmidu) gemEnén na nerozpustny modry produkt (modré kolonie)jraed pokud neni
metabolizovan (doslo k inzerci PCR produktuistava kolonie bila.

Obr. pGEM-T Vector. Inzert je vkladan do tzv. mnohsobné klonovaci oblasti (MCS).
Ta nese mnoZstvi restéikich mist, které row# umo#uji vneseni inzertu vytéeného

Stpenim pomoci daného restiikho enzymu, a také nasledné uwalininsertu pomoci
vyStpeni danym restrinim enzymem.

K | 2009,

S T
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s \fu&f' 2707 1 Apal | starl
i ~ Aarli 14
! H-on A Sohl 0
b s Bsid | 26
: Moo kS
Amp’ ! BstZ| | 37
PEEM"-TEasy  |ac? Hoe 2
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A Ay EcoR1 | 49
(3015bp)
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EcoR 1| 7O
ot | 77
SsiZ | Tr
Pt 88
ari Sal 0]
MNae | a7
Saol 103 2
BsfxX) [118 .
Neil  |12T 2
141 &
SP6 =

A) PCR amplifikace

Viz obecny protokol k PCR. Pro omezeni vyskytu fak#& je vhodné minimalizovat get
PCR cykli, pouzit 2x delStas cyklové elongace, aipadré pouZzit specialni polymerazy
(proofreadingapod.).
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Klonovani

B) Ligace

B1) Klasicky protokol podle vyrobce klonovaciho kit u

Tento postup nebyva proekteré typy inzeid inny. Fed ligaci je nutné PCR produkt
purifikovat PCR kitem — vzhledem ke ztratovosti ggsu se tedy nehodi pro malo
koncentrované PCR produkty.

Purifikace (JETquick Purification Kit, Genomed)

» Pred zapoetim prace zkontrolujemeiigani ethanolu (zaskrtnuti pdkia na lahwice)
do pufru H2, pip. ethanol doplnime podle pokiymyrobce.

Do 1,5 ml eppendorfky odpipetujeme fadiny objem sterilni vody nebo TE pufru (viz
bod 9) a pedeltejeme na 65°C v termobloku.

1) K PCR produktu fidame roztok H1 v pogmu 1:4 (nap. k 10ul PCR produktu idame
40 ul H1) a dikladrg promichame na vortexu.

2) Kolonku s membranou vioZzime do ozeaé 1,5 ml nebo 2 ml eppendorfky bezkai
(sowast kitu), pepipetujeme do ni s¥a z gredchoziho bodu.

3) Centrifugujeme 1 minutuipl2 000 rpm.

4) Filtrat (to, co proteklo kolonkou) vylijeme dadtinky, DNA Zistala vazana na membgan

5) VloZzime kolonku zg do 2 ml eppendorfky affjgame 20Qul roztoku H2.
Pro purifikaci PCR reakce o objemu >2bje vhodrjsi pouzit 50Q roztoku H2.

6) Centrifugujeme 1 minutufpl2 000 rpm.

7) Filtrat vylijeme do kadinky (DNA vazana na meratirje promyta).

8) Vlozime kolonku zg do 2 ml eppendorfky a centrifugujeme 1 minutumaximalnich
ot&kach (13 800 rpm), abychoniikladné odstranili roztok H2 z kolonky.

9) VloZzime kolonku do nové ozéené 1,5 ml eppendorfky (neni sasti kitu) a pimo
na sted membrany pipetujeme g0sterilni vody nebo TE pufruipdeltatého na 65°C.

10) Inkubujeme 5 minippokojové teplat.

11) Centrifugujeme 2 minipl2 000 rpm (DNA je uvoltna z membrany do roztoku).
12) Roztok s DNA naneseme&tma kolonku.

13) Inkubujeme 10-15 min.

14) Centrifugujeme 2 minipl2 000 rpm.

M éreni koncentrace DNA
Viz obecny protokol k spektrofotometru Biowave dbo NanoDrop.

Vypoéet mnozstvi DNA do lig&ni reakce.

hmotnost vektoru [ng] x velikost inzertu [kbp]

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

xpomér mnoZzstvi (molar ratio) inzert : vektor

Napiklad: mame 800 bp dlouhy klonovany Usek, standgsdrtokol udava na 1 reakci 50 ng

pPpGEM-T Easy Vector (Promega) o velikosti 3 kbp, gabdvany porér inzert:vektor je 3:1.

50 ngx 0.8 kbp ><§
3.0kbp 1

Obvykle pouzivame reakce o snizeném objemu (prtramsg adekvath proto upravime
objem inzertu, tedy pro 1/4 reakci 10 ng, pro ¥&kci 20 ng.

hmotnost inzertu [ng] = =40ng
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Klonovani

Priprava ligaéni smési

chemikalie 1/4 reakce 1/2 reakce

2x liga¢ni pufr (zvortexovany|1,25pl 2,5ul

[PGEM-T Vector 0,25l 0,5ul

T4 ligaza (nevyndavat z ledu),25ul 0,5ul

Inzert (PCR produkt) nutné sgtat — viz vySmutné spoitat — viz vysg
Sterilni HO doplnit do 2,5 pl doplnit do 5 pl
celkem 2,5 ul 5 ul

Ligace (ve flow boxu)

1) Fipravime lig&ni snes podle tabulky profjislusny péet vzorki + 1 rezerva. Ligéni pufr
je valikvotech pro jednordzové pouziti — negpobvané zbytky pufru vyhodime
(obsahuje ATP, které degraduje opakovanym rozmgfiov/zamrazovanim).

2) Sn¥s jemrg promichame Spkou, st@ime a rozpipetujeme.

3) Fidame PCR produkt (inzert).

4) Inkubujeme fes noc v ledrice @i 4°C (mozno i 1h p pokojové teplat, ale je pak nizsi
acinnost ligace).

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

Tento protokol bez probléinfunguje na ¥tSinu inzeni. Je @&inny i u vzorki s nizsi
koncentraci PCR produktu (slabé prouzky) a vyZagaeze relativd malé mnozstvi PCR
produktu. U vzork s vice (pip. nespecifickymi) PCR produkty také uniaje samostatnou
ligaci vybraného konkrétniho prouzku. Nevyhodoupjguze relativd vysoka cena low-
melting agarosy.

1) Z noveé, nepouzitdow-melting agarosy fipravime 1,5 % gel v 1x TAE pufru (misto
obvyklého TBE). Po naliti nechame gel asi 45 mimtwt. Po ztuhnuti gekmistime do
elektroforézy a zalijeme 1x TAE pufrem.

2) Smichame 6 pl PCR produktu s 2 pl nanaSecihfo gurarvivem Sybr Green — oztemo
,LD+SG", a nechame 10 min inkubovat. Naneseme ha geustime elektroforézu.

3) Fipravime a popiSeme sterilni 0,5 ml zkumavky.
4) Behem elektroforézy vytemperujeme termoblok na 65°C.

5) Gel v nalévaci vatice opatra pieneseme na modré&. Pomoci skalpelu wzneme
cilové prouzky PCR produktu a opatrje premistime do fipravenych 0,5 ml zkumavek.
Pracujeme s oranZzovymi brylemi. Mezi jednotlivyraovky otirame skalpel lihem!

6) Zkumavky s viiznutymi prouzky inkubujeme na termobloku 10 mingb°C (roztaveni
agarosy).

7) Pracujeme ve flow boxufiBravime a popiSeme novou sadu sterilnich 0,5 mirdvek.
Do kazdé zkumavky napipetujemeglted gel mixture

sterilni voda..........ccccvvvviiiiiiiiiiieceee. 1,751
PGEM-T VECIOr .....ccceeeeeeieieeeii ) 0,25ul
vzorek — roztavena agarosa.................. 1,25ul

Smes ihned promichame a inkubujeme na termoblokudalB) min pi 65°C.
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8) Pracujeme ve flow boxu a na ledu. Ve steriinumkvce ppravime lig&ni snes
pro pislusny pdet vzorki (neni nutné pétat s rezervou):

2x ligaéni pufr (zvortexovany!) .................. 245
T4 ligaza (nevyndavat z ledu!)................. 23l

Rozpipetujeme do PCR zkumavek nebo étpp 2,5ul.
9) Kligatni snesi pridame 2,5 ul ,melted gel mixture”.fiPpipetovani roztavené sisi
pockame po nabrani vzorku do &ky pipety asi 3 sekundy, a teprve poté smichame
s ligani snesi (ochladnuti zabrani poSkozeni T4 ligazy). Ihpezmichame pipetovanim.
10) Spustime program ,ligacel6“: 12—141ih J6°C. Po ochlazeni bloku umistime zkumavky
do cykleru. Zbytky vzork vyfiznuté z agarosy lze zamrazit pidpgadné opakovani.

11) Red transformaci zkumavky rozefeme 15 min $ 65°C (v cykleru nebo
na termobloku) a poté redime 2Qul sterilni vody (zabrani gelovati vzorku).

C) Transformace

1) Na ledu rozmrazime alikvot 100 pl kompetentrdahek E. coli, kmen K12, mod. Dkl —
jeden alikvot vystéi na 2 klonované vzorky.

2) Pracujeme ve flow boxu a na ledu. Pro kazdy ekardpipetujeme do sterilni 1,5 ml
zkumavky 50 pl kompetentnich hbikn U vzorki ligovanych klasickym protokolem
piidame 2,5 ul ligéni snesi; u vzorki ligovanych pomoci low-melting agarosyigame
12,5 ul lig&ni snesi.

Pokud @i klasickém postupu pouzijeme ligih sn#s o0 objemu 5 pl, je mozné zbyvajici
¢4st zamrazit a pouZzit naipadné opakovani.

3) Lehce proklepneme a kratce &toe na stolni centrifuze. Inkubujeme 20 min na ledu
(dochazi ke stabilizaci sfsi).

4) Behem inkubace vytemperujeme termoblok na 42°C.

5) Transformujeme pomoci teplotniho Soku: zkumavkkubujeme 45 s ip 42°C
na termobloku, poté ihned umistime na led po doiminmalné 2 min. Netepat!

D) Kultivace
1) Ke vzorku pidame 300 pul SOC média (pokojova teplota).

2) Zkumavky inkubujeme ve vodorovné poloze mep#ce 45 min p 37°C, 150 rpm
(obnova buacné sény, aktivace fyziologickych pochdgaktivace exprese gén

3) Fipravime kultiv&ni misky s LB/Amp/IPTG/X-Gal. Tuhé LB médium roZefeme na
michace a ochladime pod tekouci vodou — teplota médsmnebyt vyssSi 65°C.
Do 250 ml LB média ve flow boxuiigdame ve 250 ul zasobniho roztoku Amp (0,1g/ml).
Pred ztuhnutim médium rozlijeme do misek — pouzijenmzstvi, které pokryje celé dno
misky.

4) V 1,5 ml sterilni eppendorfce smichame 64 pl 84-@2,5 mg/ml) a 3,5 ul IPTG (240
mg/ml) ze zasobniho roztoku, promichame a nanesanpevrch tuhého média a pomoci
sterilni sklegné kultiva:ni klicky rovnongrné rozeteme na povrchu média v misce.

Uvedena mnoZzstvi plati pro jednu misku.
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5) Na misku naneseme 100 pl suspenze kultury wemsivanych bakterialnich bék a
rovrez rozeteme. Mezi jednotlivymi vzorky kitku sterilizujeme nami@nim do lihu a
opalenim nad kahanem.

Eventueld zakoncentrujeme centrifugaci po dobu 2 min 3980 rpm (= 1500xg).
Odpipetujeme cca 250 pl supernatantu, sedimentigipaim resuspendujeme ve zbytku
SOC média (cca 50 pul) a naneseme na misky.

6) Inkubujeme i 37°C pes noc v termostatu (misky obracené dnemimzh Nasledujici
den vyhodnotime kolonie.

7) Bakterie narostlé na povrchu LB/Amp média jezmduchovavat po dobwkolika tydni
pii teplog 4°C. Jsou vhodné profipravu tzv. bakterialnich konzerv nebo pro dalSi
manipulace a analyzyjgdevsim pak izolaci plazmidii ptimou PCR.

E) Pfima PCR
1) Do PCR strifi rozpipetujeme 40 pl zklavované destilované vody.

2) Odebereme vzorky jednotlivych kolonii. Pracujeme flow boxu. Sterilnim paratkem
pichneme do samostatné kolonie a paratkatgmmve sterilni destilované véde stripu.
Pouzita paratka odhazujeme do kadinky s koncentsoueSavem.

3) Stripy inkubujeme # 94°C 5 minut v cykleru (program ,Denatur®) — phady se
z bakterii uvolni teplotni denaturaci.

4) Hipravime smis pro PCR podle obvyklého protokolu. Pro amplifiga@uzijeme primery
SP6 a T7, které nasedaji na plazmidsném okoli vkladaného inzertu:

PCR VOdA ....cvvvviiiiiieeeeeeeeeeeeiii 1,3u
primer SP6 (5 pmal)............vviiiiinnnnnn. 04
primer T7 (5 pmolD).........oooeeeiiiiiiiiiiiins 04
2x Plain PP Master MiX ..........ccccceeeeienam. 2,5ul

5) Promichame, kratce sime v centrifuze a po 4@ rozpipetujeme do novych PCR siiip

6) Do PCR reakceiglame 0,4ul vzorku denaturované DNA z bakterii, zbytek zarnmraz
pro pipadné dalSi pouziti. Promichame proklepnutim prsteratce st®ime na stolni
centrifuze.

7) Spustime teplotni program ,SP6_T7“. Potasihbloku termocykleru na ca 80°C vlozime
stripy do fistroje a dotahneme 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
1x 15°C hold

8) Vysledek PCR aitime na bzném 1-1,5% agarosovém gelu.

F) Likvidace GMO, archivace o nakladani s GMO

Pouzita paratka vhazujeme do roztoku Sava. Pargikaziteé Spiky, zbylé suspenzni
bakterialni kultury a misky s koloniemi klavujemekhavovacich pytlich. Vyplnime formula
a protokol o ptbéhu zaznamenavaného experimentu. Tyto dokumentyvastdme po dobu
10 let jak v elektronické, tak papirové podob
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ISSR, Inter-simple sequence repeat
Princip
Jde o metodu zaloZzenou na PCR, ktera vyuziva jakoepy (16—25 bp) mikrosatelitové
sekvence. Mikrosatelitys{mple sequence repe&@SR) jsou sekvence opakujici jednoduchy
motiv nekolika (1-6) nukleotid nekolikrat za sebou. Tyto repetitivni jednotky se katsiji
¢asto a nahodnv celém genomu eukaryotfiRSSR metod dochazi k amplifikaci Usek
mezi d¥mi stejnymi mikrosatelitovymi sekvencemi, kteréysomiseény v rettzci DNA v
opaném smdru. Vysledkem jsoutzreé dlouhé fragmenty DNA. ISSR primery maji sekvenci
komplementarni k sekvenci mikrosatélitNa jejich konci byv&asto gipojen tzv.anchor
motiv (,kotva®), coz jsou nepstji 1-3 baze odlisSné od mikrosatelitni sekvence, ktéié p
PCR amplifikaci zajisti specifické nasednuti primara konec mikrosatelitniho motivu.
Produkty PCR amplifikace jsou vizualizovany na agavém gelu nebo v sekvenatoru.
Vysledna sada fragmentodrazi variabilitu v distribuci a délce mikrosdtielv genomu.
Obvykle testujeme vice primera pro finalni analyzu vSech vzdrkvolime rekolik,
které poskytuji dostate¢ variabilni a dobe hodnotitelé vysledky. Analyzu kazdého vzorku
je vhodné provést ve dvou nezavislyaizich (ideald veéetng opakované izolace DNA), do
statistického zpracovani se pak zahrnuji pouze spkikteré se objevi v obouchto
nezavislych opakovanich.iiR¢tSich sadach dat je nutné toto opakovani analyxégto
alespa u reprezentativntdasti vzorki (min. 10% a min. &kolik desitek vz.) a spdtat tzv.
chybovost érror rate); lokusy s vyraznym podilem chyb Ize pak vyitz analyz.

A) PCR amplifikace

1) Fipravime PCR sgs pro gislusny pdet vzorki + 1. Pracujeme stale na ledu. Pro reakci
0 objemu 7,5 je sloZeni pro jeden vzorek nasleduijici:

PCR VOdA ...covvviiieiiiiee e 1,554
primer (2,5 pmoMl) ... 1,8
2x Plain PP Master MiX ...........ccceeeeeeennn. 3,75ul

2) Promichame, kratce gfme na stolni centrifuze a rozpipetujeme poyf,do PCR strig.
3) Fidame po 0,4ul DNA vzorku. Promichame poklepnutim prstem napsti kratce
staéime na stolni centrifuze.

4) Spustime odpovidajici teplotni program s pooitdv. touchdownprotokolu. Po zafati
bloku termocykleru na ca 80°C vloZime vzorky dtspoje a dotahneme jeho viko.
Priklad programu:

1x 94°C 3 min
5x 94°C 1 min
[Ta+5 az +1]°C 1 min pokles o 1°C / cyklus
72°C 2 min
33x 94°C 1 min
[Tg°C 1 min
72°C 2 min
1x 72°C 10 min
1x 15°C hold

T, je teplotaannealinguspecifickd pro dany primer.rfifrouchdownprotokolu se prvnim
cyklu z&ina na teplat T, + 5°C, v nasledujicich 4 cyklech je teplota snizefdy o 1°C.
Po prvnich 5 cyklech teplota ustali na hodnigt ktera je pouzita pro zbyvajici cykly.

5) Po skoreni programu vzorky vyndame z cykleru a kratcerdeigujeme.
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B) Elektroforéza a post-staining barveni
Pro gely s dostate¢ kvalitnim rozliSenim je nutné pouzibst-staining tj. barveni gelu po
skorteni elektroforézy. Je nutné pouzZit nerecyklovanagar@u a elektroforetické
piislusenstvi (vany, ilebeny, apod.) vyhrazené pro tytdely, které nebylo kontaminovano
barvivy GelRed nebo SybrGreen. Ke vzork se ped nanesenimijlavd pouze modry
nanaseci pufr (v nasi labor&toznaen jako ,LD"), tj. bez barviva GelRed nebo Sybr @mne
Také Zebicek pouzijeme ve variahtbez barviva (zkumavka oztené jako ,JK ladder®).
Krajni jamky na gelu nechavame pokud mozno praZdoéukité miry se tim minimalizuje
riziko deformace prouk krajni vzorky se navicttie barvi). Vlastni obarveni DNA se
provadi az po skaeni elektroforézy v barvicim roztokw@elRed v 1M NaCl. S barvicim
roztokem zachazime opatrr je relativie drahy a nelze vyldiit ptipadné mutagenniiinky
barviva GelRed.

Pouze pro prvni testy primerpost&uje recyklovany gel a klasické barveni vabrk
pomoci modrého nanasSeciho pufru obsahujiciho bampre vizualizaci DNA (ozngenéeho
jako ,GelRed").

Postup

1) Fipravime velky 1,2 % agarozovy gel z nove, nereny&hé agardzy.

2) Smichame 1pul modrého nanaSeciho pufru bez DNA barvova (®ena,LD")
s 3ul PCR produktu, promichame a naneseme na gel.

4) Jako Zeticek pouzijeme 4l 100 bp ladderu bez DNA barviva (,JK ladder”) nhoo
stranach gelu,ied a za vzorky.

5) Nagpti nastavime na 80 V, elektroforézu nechariebges noc (cca 12-14 h).

6) Po skoneni elektroforézy gelipmistime do fislusné variky ozna&ené jako ,GelRed
poststaining”, zalijeme barvicim roztokem (1x GelRelM NaCl) a nechame mirn
tiepat nafepace 20-45 min.

7) Paizujeme d¥¢ fotky gelu, prvni na obvyklou expozici a druhotiegxponovanou
(vyniknou i slabsi, tj. ménamplifikované produkty).

8) Barvici roztok slijeme zp do lahviky a uschovame pro dalSi pouziti (Ize pouzit
nekolikrat opakova#n). Vanickky na poststaining oplachneme destilovanou vodaly @o
vyfoceni vyhodime do sésného odpadu.

Uvedeny postup ELFO umage rozliSit pouze vyrazrodliSné fragmenty, rozdil musi byt
nejmé nekolik desitek bp. Neumafe také detekovat fragmenty kratSi nez cca 100 bp.
Pro wtSi rozliSeni je mozné pouzit specialni agarézudéalnim gipad se takto lze
dostat na rozliSeni cca 20 bp) nebo denatafapolyakrylamidové gely (v idealnim
pripadé umozuji odlisit i jednotky bp, v naSi laboraige ale prozatim nepouzivame).
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Analyza mikrosatelit U
Princip
Mikrosatelity, takéSTR (short tandem repedts1ebo SSR (simple sequence repegtgsou
kratké segmenty DNA, ve kterych se mnohokrat krdtkéc bazi) sekvemi motivy, nap.
(A)n, (AT)n, (ATA),. Paet opakovani v konkrétnim mésDNA — lokusu — definuje alelu.
Mozny paiet alel zavisi na ploidnim stupni jedince (kazddasahromozom nese jednu
alelu). Délku alel zjistime PCR amplifikaci danélousu pomoci primér priléhajicich k
mikrosatelitni sekvenci. Mikrosatelity v jaderné BNresp. jejich okolni sekvence a tedy
primery) jsoucasto druho¥ specifické, naopak chloroplastové mikrosatelityvgskytuji v
mistech mezi konzervovanymi sekvencemi a Ize jelifikgvat pomoci tzv. konsenzualnich
(univerzélnich) primer. PCR fragmenty pak rozlime podle délky na gelu (denaturujici
polyakrylamidovy gel) nebo v automatickém sekvenatav. fragmenténi analyzou.

Jaderné mikrosatelity jsou povazovany za jedny phoelnsjSich genetickych
markefi diky hojnému vyskytu v celém genomu, velké vatishikodominantni &di¢cnosti a
celkové spolehlivosti metody. V popdtd biologii nachazi vyuZitiip identifikaci gribuznych
jedinai, analyzach rodovstvi, az po odvozovani demografickych parathetr

A) PCR amplifikace

Pro amplifikaci konkrétniho useku DNA (lokusu) sknaisatelitni sekvenci je nutné pouzit
specifické primery, které obvykle funguji pouze bbzce gibuzné organismy. V PCR
cyklech secasto pouZzivaji relativn kratké ¢asy elongace a denaturace (krai&sy jsou
dosta&ujici pro amplifikaci obvykle kratkych SSR lokyszkraceni krok urychli program).

Ve nize uvedenémiikladu pouzivame modifikaci s tzv. M13 primerem.eJd
arbitrarni sekvenci, kterd je fluores¢at znaend (mame k dispozici sadu primiese stejnou
sekvenci, aletznou barvou). PCR reakce seaétni 3 primery — zr@ny M13 primer a
nezng&ené specifické forward a reverse primery pro darkj$, gicemz jeden z nich nese
krom¢ vlastni sekvence na svém 5° konci §eSekvenci M13 primeru (tzuvail). Béhem
prvnich % z celkovéeho ptu PCR cykh je lokus amplifikovan pomoci specifickych prinder
Ve zbyvajicich cyklech je sniZzena teplota nasegénieri na hodnotu optimalni pro M13
sekvenci a fragmenty nesouailed specificky primer jsou amplifikovany pomoci zeaého
M13 primeru — postupgntedy v PCR srsi prevladnou fluorescemeé znatené fragmenty.
Vyhoda tohoto postupu spiwa v useteni naklad — pro vSechny lokusy (a organismy) lze
pouzit stejnou sadu zéenych primel, piicemz nutné prodlouZeni nezeaych specifickych
primer o tail sekvenci je vyraznlevngjSi nez peizovat specifické zngené primery.

Casto analyzujeme vice (aZz 8-10) mikrosatelitovyatugi. Pak je vyhodné sestavit
tzv. multiplex PCR. Je to v podstaiezna PCR reakce, do kterédgame vice primerovych
paru a amplifikujeme tak vice lokiumajednou. Mzeme tak vyraznsnizit finagni i casové
naklady. Musime vSak najit takovové kombinace I6kwsby (1) primery iy piiblizné
stejnou teplotu nasedani a (2) vSechny primerydngePCR reakci nevyti@y dimery.
Pokud pouzivame ztané M13 primery, je moZné v jedné multiplexové pegdouzit pouze
jednu fluorescetni modifikaci M13 primeru a amplifikovat pouze layus nepekryvajicim
se rozsahem délek fragméntokusy s podobnou délkou je nutné amplifikovaidelenych
reakcich a pouzit proénodlisné fluorescemi barvy. (Pokud pouzivame pouze specifické
primery, z nichZ jeden je fluoresgaw znaeny, je naopak mozné lokusy v multiplexech
kombinovat bez ohledu na typ barvyj pakupu zn&enych primei je ale opt nutné zvolit
razné barvy pro lokusy stekryvajicim se rozsahem délek fragnignt
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Postup

1)

2)
3)

4)

5)

Fripravime PCR s#&s pro gislusny pdet vzorki + 1. Pracujeme stale na ledu. Zkumavky
s fluorescetné¢ znaenym primerem obalujeme alobalem (chranimedpsétlem). Pro
reakci o objemu &l na amplifikaci jednoho lokusu je sloZzeni pro brek nasledujici:

PCR VOUA ...t 0,ak
M13 forward primer (2,5 pmall, fluor. zn&eny) .................. 0,pl
“tailed” specificky forward primer (2,5 pmpl) .................... 0,1hl
specificky reverse primer (2,5 pma@l .........cccooiiiiiiiiiiiiinnnn. 016
2x Plain PP Master Mix (TOp-Bi0) .......ccovvvimmmeeeeiiiiiiiiinnnn. 2,bl

V multiplexové reakci je celkovy objem vSech pgeiZi “tailed” specifickych forward
primeri dohromady 0,15ul, pricemZz primery pro jednotlivé lokusy jsou pouzity
v ekvimolarnim mnozZstvi — tedy rapokud v multiplexu amplifikujemei tokusy, od
kazdého primeru pouzijeme 0,06 (= 0,15 ul / 3). Stej@d postupujeme s vypem
davkovani specifického reverse primeru.

Promichame, kratce sime v centrifuze a po 4,41 rozpipetujeme do PCR zkumavek
nebo strif.

Fidame 0,53ul DNA, promichdme proklepnutim prstem, kratcec¢ste na stolni
centrifuze.

Spustime odpovidajici teplotni program. Porathbloku termocykleru na cca 80°C
vloZime stripy do fistroje a dotdhneme jeho viko.

Priklad programu s vyuzitim M13 primeru:

1x 94°C 2 min
33x% 94°C 30s
[Tg°C 30 s (teplota nasedani pro specificky priongrpar/multiplex)
72°C 60 s
11x 94°C 30s
46°C 30 s (teplota nasedani M13 forward primeru)
72°C 60 s
1x 72°C 10 min
1x 15°C hold

Po probhnuti reakce otestujeme @Spost amplifikace na ¢liném (1.2-1.5%)
agarosovém gelu v TBE pufru.

B1) Priprava na fragmenta ¢ni analyzu (SEQme)

1)

2)

3)
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Do 0,2 ml eppendorfky nebo stripufifp jakéhokoliv jiného typu plastu) smichame
produkty z jednohojodniho vzorku zngené tiznymi fluorescetnimi barvami, po 0.5
ul od kazdého. Promichame, kratcetgtwe na stolni centrifuze.

Jednotlivé lokusy se mohou liSit éSposti amplifikace, pak je vhodné poynve snasi
optimalizovat (pouzivat n@pl ul pro slakyji svitici prouzky).

Vyplnime on-line objednavkuwivw.sekvenovani.cz)ve které specifikujeme, kolik ze
smeési (nag. 1ul) se ma pouzit pro fragmegitd analyzu a ktery velikostni standard se ma
pouzit (pro mikrosatelity typicky 600LI1Z).

Vytiskneme potvrzeni objednavky, vloZime spoduvzorky do obalky a odneseme do
schranky firmy v sousedstvi vratnice Biologickélemica.
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B2) Priprava na fragmenta €ni analyzu (Laborato F genomiky)

1)

2)

3)

4)

Do 0,2 ml eppendorfky nebo stripu smichdme pkbduz jednoho fivodniho vzorku
znaené fiznymi fluorescetnimi barvami, po 0.5ul od kazdého. Promichame, kratce
statime na stolni centrifuze.
Jednotlivé lokusy se mohou liSit dSposti amplifikace, pak je vhodné poynve sndsi
optimalizovat (pouzivat napl ul pro slak¥ji svitici prouzky).
Fripravime si mix pro p#icny paiet vzorki + 1. Formamid je v laboratiok dispozici
v alikvotech pro fipravu 16 vzorlk (+1 rezerva); pracujeme v digesioformamid je
tekavy a jedovaty! Pro jeden vzorek:

Hi-Di formamid ..........ccccooviiiiiiiiieieeeeeeeeee e 1qQl

GeneScan 600LIZ Size standard..............cc........0,250l
Smes dikladre promichame a kratce sime na stolni centrifuze. Rozpipetujeme po
10,25ul do ozn&enych 0,2 ml eppendorfek.
Fidame 1 ul DNA (smeési PCR produkt), prfip. jiné optimalizované mnoZstvi.
Promichame a kratce sfme na stolni centrifuze. Taktdipravené vzorky odneseme
do laborat#e genomiky.
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PCR-RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism)

Princip

Metoda vyuZiva tzv. restrikich endonukleéz (restriktaz), které specifickipstettzec DNA

V UKité, tzv. cilové sekvenci. Postup se sklada z P@Rlifikace utitého Useku DNA a jeho
Stpeni vybranou restriktazou. Restik fragmenty dlime elektroforézou podle velikosti.
Pokud PCR produkt obsahuje jednépsié misto, ziskame dva kratSi fragmenty, pokud je
Stpnych mist vice, vznika vice fragméntRestrikni mista mohou mutacemi zanikat i
vznikat. Hledame polymorfismus veéphych mistech a ten pak interpretujeme jako
genetickou podobnost studovanych orgariisRCR-RFLP se n&sgji pouziva v pipadech,
kdy se studované skupiny organisrfhaplotypy” v ramci druhu, blizceifbuzné druhy,
apod.) liSi pitomnosti restrikniho mista, ale jinak jsou sekvence v ramci skupiny
+ homogenni. V takovémifpadt piitomnost restrikniho mista indikuje wity typ sekvence,

a zarove je metoda jednodussi, rychlejSi a l&gn nez sekvenovani.i€dpoklad sekvemi
homogenity je kifovy, protoZze mutace mimo sledované restriknisto,nevidime®.

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

» Uspsdnost amplifikace astime na Bzném 1-1,5% agarosovém gelu. Pro PCR-RFLP je
dulezité, aby byl na gelu pouze jeden specificky pedu(nespecifické produkty iou
Zt¢Zovat interpretaci restrékich fragment).

B) Restrikce
Obecné

» P¥i pfipraw restrikce vychdzime z ndvodu vyrobce daného kesitio enzymu, ve
kteréem je vzdy uvedeno dopéené slozZeni restriki snesi. Kazda restriktaza ma v
specificky restrikni pufr, ve kterém vykazuje optimalni aktivitu. Régni pufry jsou
dodavany s fislusSnym enzymem a z&ji§i stalé a optimalni pHdmhem restrikce. Stalou
optimalni teplotu pro restréki reakci pak zajistime v termostatu nebo termaarykl

* Pracujeme stale na ledufip s enzymy v mrazicim stojanku. Enzymy vyjimame
z chladného prostdi pouze na dobu nezbytnutnou a ihned vracime &p

Postup
Priklad restrik’ni sn@si a postupu pro vzorky pouzité na praktiku (métdmatocaulis
vernicosuslITS region jaderné ribozomalni DNA, restrileaezymenTaqll, firma EURX)

1) Do sterilni eppendorfky fipravime restrikni sn®s, tj. sterilni voda, restréni pufr
a restrikni enzym pro fislusny paet vzorki + 1.

sterilni voda.............ooouiiiiiiii e 5,624
10x koncentrovany redki pufr................cccoeeiinnnns 0,76
Taqll (10 U /pl) e e 0,125ul

2) Promichame proklepnutim prstem a kratcéiste na stolni centrifuze.
3) Do jednotlivych PCR zkumavek nebo strijpzpipetujeme po 6,5l

4) Fidame 1ul PCR produktu, zkumavky promichame proklepanintepns kratce sttime
na stolni centrifuze a vloZzime na 5 h do termoayktestaveného na teplotu 65 °C.
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C) Elektroforéza a post-staining barveni

Pro gely s dostate¢ kvalitnim rozliSenim je nutné pouZzit nerecyklovanagardzu, post-
staining (barveni gelu po dojeti elektroforézyglektroforetické pislusenstvi (vany,iiebeny,
apod.) uéené pro post-staining.

Postup

1) Fipravime 1,2 % agard6zovy gel z nové, nerecyklovayarozy.

2) Smichame 2,5l modrého nanaseciho pufru bez DNA barviva (éena,LD") s celym
objemem PCR produktu, promichame a naneseme na gel.

4) Jako Zehicek pouzijeme 4l 100 bp ladderu bez DNA barviva (,JK ladder) nhoo
stranach gelu,ied a za vzorky.

5) Nagti nastavime na 80 V, po vyjeti z jamek zvySimelaa V, elektroforézu nechame
bézet cca 3 h.

6) Po skoneni elektroforézy gel femistime do vanky ozna@&ené jako ,GelRed
poststaining”, zalijeme barvicim roztokem (1x GelRelM NaCl) a nechame mirn
tiepat nafepace 20-45 min.

7) Barvici roztok slijeme zp do lahviky a uschovame pro dalSi pouziti (Ize pouzit

nekolikrat opakova#n). Vanikky na poststaining oplachneme destilovanou vodaly o
vyfoceni vyhodime do sésného odpadu.

Uvedeny postup ELFO umage rozliSit pouze vyrazimodlisné fragmenty, rozdil musi byt
nejméw nekolik desitek bp. Neumage také detekovat fragmenty kratSi nez cca 100 bp.
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T-RFLP
Princip
Jedna se o metodu vhodnou zejména pro analyzu ¢spstev. Pomoci fluorescaw
znaenych primel specifickych pro danou studovanou skupinu orgafiisen naamplifikuje
dostaten¢ variabilni isek DNA. Produkt amplifikace jegén jednim nebo vice resthimi
enzymy. Vysledné délkavvariabilni fragmenty (TRFs) jsou separovany a &laovany
fragment&ni analyzou, a hodnoti se jejichitpmnost / nefitomnost. B pouZiti dvou
znaenych primeit vznikaji z kazdé déi molekuly DNA dva fragmenty.

A) PCR amplifikace

* Viz obecny protokol. Zkumavky s fluorescée znatenym primerem obalujeme alobalem
(chranime ped s¥tlem). Je vhodné minimalizovat gt PCR cyki.

« Uspdnost amplifikace a¥ime na Bzném 1-1,5% agarézovém gelu.

B) Precisténi PCR produktu pomoci JETquick kitu (GENOMED)
* Viz obecny protokol proigisttni PCR produkt, str. 15.

C) Restrikce
Obecné

» P¥i pripraw restrikce vychazime z ndvodu vyrobce restriko enzymu, ve kterém je
vzdy uvedeno dopotené slozeni restriki snesi.

* Pracujeme stale na ledufip s enzymy v mrazicim stojanku. Enzymy vyjimame
z chladného prostdi pouze na dobu nezbytnutnou a ihned vracime &p

Postup

1) Do sterilni eppendorfkyigpravime restrikni smés, promichame proklepnutim prstem a
kratce stéime na stolni centrifuze.

Priklad restrik'ni sn@si pro enzym Alul (firma Fermentas)

restr. pufr Tango (10x koncentrovany)............ 0,5ul
AlUT (L0 U T ) e e 0,25ul

2) Do PCR zkumavek nebo stiipipetujeme 4, purifikovaného PCR produktu.

3) Fiddme ke vzorku 0,75l restrikéni smesi (celkovy objem reakce je 5,2hl).
Promichame proklepnutim prstem a kratceiste na stolni centrifuze.

4) Zkumavky vioZzime do cykleru a spustime progranfip@7st: 37°C — 4 h, 65°C —
20 min).

D) Priprava na fragmenta ¢€ni analyzu

* Viz nektery z protokah (podle toho, ktera laboratbude fragmentai analyzu provéit)
uvedeny u mikrosatetit str. 26-27.
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AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)

Princip

Jde o restriéni metodu, kter4d umanje analyzu polymorfismu v celkové genomové DNA a
nevyZzaduje znalosti o strukl geonomu. DNA je specificky &tena d¥ma hiznymi
restrikinimi enzymy (restrikce; &Sina protokal vyuziva restriktazyMsd a EcoR). Na
konce fragmerit jsou gipojeny unglé useky DNA o znamé sekvenci, tzv. adaptory (kEjac
Pomoci primel komplementarnich k sekvenci adaftg pak z velkého mnoZstvi vzniklych
fragmenti pomoci dvou naslednych PCR (preselektivni a selektPCR amplifikace)
namnoZzena jegast, teoreticky 1/4096, obvykle to znamena desitkystovky fragmeiitna
jeden par primér. Fragmenty jsou pak roZiény podle délky. V satasnosti se pro druhou
PCR obvykle pouZivaji fluoresc&m znatené primery, coz umagje rozaleni fragmeni v
automatickém sekvenatoru. Sleduje ggomnost nebo néfiomnost fragmentu tité délky
(konkrétni délka se povazuje za ,lokustitpmnost / nefitomnost pak za ,alely*).

Metoda poskytuje dost vysokou miru variability dakych taxonomickych drovnich
(vnitrodruhova, blizceffbuzné druhy) a je dosti spolehliva. Pouziva seeéeap pro studium
procesi v populacich, fylogeografii a odliSeni blizkychxéat. Nevyhodou je pogrné
vysoka cena a natnost metody na kvalitu a mnozstvi DNA a také dominacharakter dat.

A) Protokol s vyuzitim AFLP kit 0 od firmy Invitrogen
Obecné poznamky:

» Pokud budeme pro finalni fragmeéé analyzu vzork vyuZivat Laboratbgenomiky
BC AVCR, ktera pouZiva 16 kapilarovy sekvenator, musivijgtedny poet vzorki v
nasobcich 16.

* Je mozné analyzovat az 4 fluoresgdrbarvy najednou (za stejnou cenu), a to 6-FAM,
VIC, NED a PET. Ke vSem analyzam s&lpva velikostni standard 600LIZ.

* B¢hem celého postupu pracujeme stale na ledu. Enzyymgavame z mrazaku
az gsre pred jejich pouzitim a ihned poté vracimeizp

* Ligacni snes obsahujici ATP je roztena na alikvoty. Rozmrazujeme vzdy pouze
mnoZstvi pro planovany pet vzorki (ATP i opakovaném rozmrazovani degraduje).

* Fluorescedn¢ znaené primery chranimergd swtlem (zkumavky obalujeme alobalem
a ihned po pouziti vracime do mrazaku do tmy).gré&ei pouzivame alikvoty.

Postup

1) Pro restrikci vyuZijeme AFLP Core Reagent Kit I. iipravime si restrigni snes
pro pati¢ny paset vzorki + 1. Vysledny objem sési je 2,5ul na vzorek.

Sterilni FbO covveiie Ll
5x Reaction buffer..........ccccceeeeeennnnn. 1,0ul
EcoRI/Msel enzyme mixture................. 1%}

2) Smés promichame, kratce centrifugujeme a rozpipetujpm@,5ul do PCR strif nebo
0,2 ml PCR zkumavek.

3) Fidame 2,5ul DNA nafedné na koncentraci cca 100 nly/vysledny objem 5ul.
Promichame, kratce centrifugujeme na stolni cerzeif

Uvedena koncentrace DNA plati pro pouze pro maltgrouZzity na praktiku. Je nutno
optimalizovat, do reakce obvykle vstupuje 50-250N@.
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4) Vlozime do termocykleru a inkubujeme 3 hoding feplo€ 37°. Do termocykleru
vloZime vzdy i zbytek restréani snesi jako samostatny ,vzorek", slouzi jako slepa
kontrola.

5) Pro ligaci vyuzijeme AFLP Core Reagent Kit I. fipravime si ligani snes pro patcny
pocet vzorka + 1. Vysledny objem sési je Sul na vzorek.

Adaptor/Ligation Solution ................... 448
T4 DNAlIQase ........ccceevvvvveeeeeiniinnnnn 4 0,2 ul

6) Smes promichame, kratce centrifugujeme i@d@me po 5Sul ke vzorkim po restrikci
(veetre slepé kontroly); vysledny objem 14

7) Vlozime do termocykleru a spustime program aci: 12 hodin {i teplot 16°.

Je idealni, aby restriki a ligachi krok na sebe bezpréstire navazovaly, kili Uspo'e
¢asu se snazime ligaci spustit odpoledne a necla@¥pnout p'es noc, aby bylo mozné
rano pokra‘ovat preselektivni amplifikaci. Délku restrikcagakte, @ip. teplotu ligace, je
nekdy nutné optimalizovat pro konkrétni studovanyemigit

8) Po probhnuti reakce otestujeme @Spost restrikce / ligace na 1,5 % agarosovém gelu
(Ize pouzit i recyklovany). NandSime |2 smeési po ligaci spolu s 0,81 modrého
nanaseciho pufru (,GelRed") a8 100 bp ladderu. Na gelu byémnbyt vidét smear
restrilkinich fragment (zejména v oblasti 50-1000 bp) a rymby zde vyraz# svitit
nenaligované adaptory. Na gel nanaSime i slepotrddankterd by nila obsahovat pouze
nevyuzité adaptory.

9) Pro preselektivni amplifikaci vyuZijeme AFERPre-amp Primer Mix | (obsahuje primery
a dNTP). Fipravime si sriss pro paticny paset vzorki + 1. Vysledny objem sési je
4,6 ul na vzorek.

PA MIX ot eeeme e e 14
PCR buffer (10X) ..o v od
DNA polymerasa (Sigma JumpStart REDTaq) (ful)J/.. 0,1ul

10) Sn¢s promichame, kratce centrifugujeme, a rozpipeteajem 4,6ul do PCR strifi nebo
0,2 ml PCR zkumavek. Zbytek preamplifiika snési pouzijeme jako slepou kontrolu.

11) Ridame 0,41l DNA po ligaci; vysledny objem Bl.

12) Zbytek lig&ni reakce zamrazime&ip20°C pro gipadna opakovani.

13) Vlozime do termocykleru a spustime programppeselektivni amplifikaci:

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

14) Snes po preselektivni amplifikaci redime 10x (3ul preamplifika&ni snesi + 27 pl
sterilni HO).

15) Usgsnost preselektivni amplifikace &me na 1,5 % agarosovém gelu (Ize pouZzit
i recyklovany). NanaSime zbylé & (nefedéné) preamplifikani snesi spolu s 0,8ul
modrého nanaSeciho pufru (,GelRed") al3100 bp ladderu. Na gelu byémbyt vidét
smearpreamplifik&nich fragment, na rekolika mistech intenziwjsi, slepa kontrola by
mela byt bez PCR produkt
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16) Ripravime si mix pro odpovidajici pet vzorki + 1. Obvykle dlame pro kazdy vzorek
4 varianty, které se liSi pouzitymi primery (nezexay Msd a ¢tyii ruzné fluoresceime
znaenéEcoR). Vysledny objem sisi je 3,75ul na jeden vzorek v jedné variant

Y (11 T 2L 2,5pl
PCR buffer (10X) ....ooooeeiiiieeeeeeeiiiiiimmmmme e od
ANTP (10 MM) oo 0dl
EcoRI primer (L pmMOol) ....covvvvvveiiiiiiiee e Q,25pl
Msel primer (5 pmMOoll) ......ooooeiiiiii e 0,25ul

DNA polymerasa (Sigma JumpStart REDTaq) (fulyJ/.. 0,1ul
17) Snes promichame, kratce centrifugujeme a rozpipetujpm8,75ul do PCR strifi nebo
0,2 ml PCR zkumavek. Nevyuzity zbytek kazdého npruzijeme jako slepou kontrolu.
18) Ridame 1,25ul fedtné DNA po preselektivni amplifikaci, vysledny objesmesi 5 pl.
Promichame, kratce centrifugujeme.
19) Vlozime do cykleru a spustime program pro gelekamplifikaci:
1x 94°C 2 min
65°C 30s
72°C 2 min ramping 2°C/s
8x 94°C 1ls
64-56°C 30s touch-down by 1°C
72°C 2 min ramping 2°C/s
23x 94°C ls
56°C 30s
72°C 2 min ramping 2°C/s
1x 60°C 30 min
1x 10°C hold

20) Usgdnost selektivni amplifikace 8time na 1,5 % agarosovém gelu (Ize pouZzit i
recyklovany). Nanasime 2l (nefecéné) preamplifikéni smesi spolu s 0,8 modrého
nanaSeciho pufru (,GelRed") a8 100 bp ladderu. Na gelu byémnbyt vidét smear
fragment, piip. rékolik intenzivrgjSich zén, slepd kontrola by éha byt bez PCR
produki.

21) Pokud budeme ihned pokoaat gesrdZzenim vzorku afipravou pro fragmentai
analyzu, pejdeme k nasledujicimu kroku (dop&eno). Pokud nelze ihned pokeat,
zamrazime selektivni amplifikactip20°C.

22) Do 0,2 ml eppendorfky nebo stripu smichame ykod z jednoho fivodniho vzorku
znaené fiznymi fluoresceénimi barvami, po 1l od kazdého.

Jednotlivé barvy mohou mitiaznou peimérnou intenzitu fluorescence, pak je vhodné
ponery ve sndsi optimalizovat (nap 2 ul pro slakyji svitici barvu, pip. ubrat vyrazg
intenzivEjSi barvy).

23) Pokrgujeme esrazenim vzorku octanem sodnym (protokol B) &pravou
na fragmenténi analyzu (C).
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B) PFesrazeni octanem sodnym
Obecné poznamky:

e Pracujeme na ledu. VSechny centriftgia kroky probihaji i 4°C v predem
vychlazené centrifuze.

» Presrazeni fed fragmenténi analyzou lze u dkterého materialu vynechat, to je ale
tieba vyzkouSet. Podle dosavadnich zkuSenosti vialadiatdi ale v gipad AFLP
byvaji vysledky s fesrazenim lepsi.

Postup

1) Na sénu 1,5 ml eppendorfky pipetujemeull3M octanu sodného.

2) Do kapky octanu sodnéhgéigame 3ul smési DNA po selektivni amplifikaci.
3) Fidame 25ul vychlazeného 96% ethanolu (z mrazaku).

4) Promichame na vortexu, kratcecstoe na stolni centrifuze.

5) Nechame stat 20 min v mrazakiui20°C.

6) Centrifigujeme 30 minipmaximalnich oték&ch (13800 rpm). Eppendorfky v centrifuze
orientujeme do stejné pozice, abychoimNA usazenou vzdy na stejném ngist
7) Pomalu a opatirslijeme supernatant, DNAigtava usazena nast eppendorfky.
Pri prudkém sliti by mohlo dojit k odloupnuti usaz&MA a tedy ztrat vzorku.

« Pracujeme proto pomalu a vylévame apau stranou eppendorfky nez na které
je usazen vzorek. Totéz v bdd.

8) Fidame 10Qul vychlazeného 70% ethanolu (z mrazaku).
9) Centrifigujeme 5 minip maximalnich otékach (13800 rpm).
10) Pomalu a opatérslijeme supernatant, DNAigtava na shé eppendorfky.

11) Otewené eppendofky nechame stat ve stojanku 5 tfifalporatorni teplat a nasleda
dosuSime 10 min v termoblokii §5°C. Ve vzorcich nesmi zbyt Zadny ethanol.

12) V tomto stavu Ize vzorky skladovat a¥kalik dnt v lednici @i 4°C. Obvykle ale ihned
vysuSené vzorky odeSleme na fragmeémitaanalyzu (firma SEQme) nebo pokugeme
piipravou na fragmentai analyzu (protokol C) pro Laborg&tgenomiky .

13) Vyplnime on-line objednavkunvivw.sekvenovani.cz)ve které specifikujeme Ze jde o
vysuSené vzorky a velikostni standard (600LIZ). iSiteme potvrzeni objednavky,
vloZzime spolu se vzorky do obalky a odneseme doaskly firmy v sousedstvi vratnice
Biologického centra.

C) Priprava pro fragmenta ¢€ni analyzu (Laborato F genomiky)
1) Fipravime si mix pro paicny paiet vzorki + 1. Formamid je v laboratiok dispozici
v alikvotech pro fipravu 16+1 vzork; pozor, je &kavy a jedovaty! Pro jeden vzorek:

Hi-Di formamid .........cccoovviiiiiiiiiiieeeeeee e 10,25l
GeneScan 600LIZ Size standard.......................0,25ul
2) Snes rozpipetujeme po 1018 do eppendorfek sipsrazenymi vzorky
3) Promichame, kratce sime a pepipetujeme vzorky do ozéenych 0,2 ml eppendorfek.
Takto pipravené vzorky odneseme do Laboratgenomiky

Pri vynechani pesrazeni rozpipetujeme &srovnou po 10,4l do 0,2 ml eppendorfek a
pridame po Jul vzorku (smisi PCR produkt).
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Isozymy (allozymy)

Princip

Analyza isozynd sleduje variabilitu na urovni protein konkréti urcitych enzynd, které
jsme schopni specificky detekovat.ckoliv se v molekule proteinu diky degeneraci
genetického kodu neprojevi vSechnyény ve struktie DNA, Ize obvykle najit enzymy,
které: (a) jsou u studovanych organismriaznych jedincich/populacich/taxonech zastoupeny
raznymi formami, které se liSi pohyblivostii glektroforéze a (b) a tyto rozdily jsoadikné.

K detekci vyuzivame tzv. histochemické barverti, gerém nedetekujemetimo molekuly
proteinu, ale detekujeme projevy reakce katalyzévakoumanym enzymem — v n#st
aktivity enzymu vznikd barevna zénait¥ina pouzivanych enzyimpati mezi enzymy
zakladniho metabolismu, které jsou zastoupenyakd&igkaly organisin Tyto enzymy (resp.
geny je kédujici) pod velkym selakim tlakem (musi v organismu fungovat), proto lze
piedpokladat, Zeffpadné #izné jejich formy enzyiin jsou + selekné neutralni. To je idedlni
stav pro vypoet popul&né-genetickych paramety coz je spolu s identifikaci kléareakladni
pouziti této metody v botanice.

A) Extrakce vzork U

Odbér vzork 4 v terénu:

* Isozymy izolujeme zerstvého Zivého materialu, obvykle z ligw¢tSinou rekolik malo
cn?). Tkai by mela byt byla zdrava, bez parazita v dobrém fyziologickém stavu
(nezvadnuta, népmrzla, apod.).

e |hned po odbru ukladame vzorky do plastikovych ¢gé (zip-lock), podle pdeby

navihtime, uchovavame pokud mozno v chladie(sna lednice, termoska s ledem
apod.) Vzorky co nejrychleji dopravime do labotetk dalSimu zpracovani

Obecné poznamky k izolaci:

e lzolxnich puffi (slouzi ke stabilizaci pH a obvykle obsahuji axtianty a dalSi
stabilizujici latky) je mnoho, vhodny pufr jeba pro dany materiél vyzkouSete&pisy
pro 4 nefastji pouzivané v naSi laboratos/iz Roztoky a pufry, str. 57 .

» VétSinou je vhodné iidat ke vzorku malé mnozstvi Dowex-Cl, optimalni abstvi je
tieba vyzkouSet (sniZuje intenzitu pozadi na gelalehpize sniZzovat i aktivitu enzy).

* lzolace vyZaduje itkladné chlazeni. Pracujeme na lediedp z&atkem izolace dame
vychladit centrifugu na 4°C aidoézré chladimeiteci misky a tlotky.

* Predem si ozndmecisly vzorka 1 sérii 1,5 ml eppendorfek a 3 série 0,5 ml eppeed.

Postup:

1) Do vychlazenéréci misky v ledu vlozime cca 0,05 g rostlinné tkéobvykle reékolik
malo cnf listu)

2) PFidame 50Qul vychlazeného izokmiho pufru (uchovavame v kadince v ledu)igpadré
Spetku (na Spku noze) Dowex-Cl.

3) Tlowkem homogenizujeme rostlinny material, tuhé lisppiedu nasthame na malé
kousky.

4) Homogenat iepipetujeme (Spky s ustizenym koncem) do 1,5 ml eppendorfky.
5) Centrifugujeme v centrifuze vychlazené na 4°Cypiinut @ 13800 rpm.
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6) Supernatant rozpipetujeme do 0,5 ml eppendopi@k90 ul, obvykle vychazi 2 série
piesrg a teti s prondnlivym objemem (zbytek).

7) Vzorky skladujeme v —80°C (v tomto stavu lze axcivat rok i déle; pro kratkodobé
skladovani Ize pouzit i —20°C).

B) Priprava aparatury a skel pro elektroforézu

obecné poznamky

Akrylamid je p“ed zpolymerovanimelmi_jedovaty(neurotoxin).Pri manipulaci s

» nim a_s pednety, které s nim fSly do styku(skla, stojanek, apod.) dbame zvySené
opatrnosti a pracujeme zasatln rukavicich a plasti. VeSkeré kontaminovariédpety co
nejdfive oplachujeme &im mnozstvim vody. Odpadni roztoky obsahujiciylakid
(nap’. nezpolymerovany zbytek roztoku prédppavu gelu) musi byt skladovany ve zvlastni
lahvi a zlikvidovany jako nebezfiyy odpad nikdy je nevylévame doéiného odpadu.
Polyakrylamid je netoxicky, ale protoZe polymeradaly neprobhne dokonale, mohou byt
na gelech i aparatte byt zbytky nezpolymerovaného akrylamidu a prae ztuhlymi gely
pracujeme zasadrv plasti a v rukavicich.

e Aparatura v laborato (Hoefer 600SE) umaitije pouZzivat najednou 1, 2 nebo 4 gely,
standard# 28 jamek / gel.

» Standarda pouzivame diskontinualni gely sloZzené ze spodBih6% separtaiho gelu a
4% zaosbvaciho (koncenttmiho) gelu.

* Gely (nebo alesppseparani gel) je pro Usportiasu doporteno gipravit odpoledne f&d
analyzou a vychladitips noc v lednici.

sestaveni skel

1) Do nalévaciho stojanku umistimssriici viozky (,gumovou® stranou nahoru), stojanek
umistime do misky, ktera by zachytila akrylamidiippd netsnosti.

2) Skla zkontrolujeme, pokud jsou zi#ena, omyjeme destilovanou vodou a lihem
a nechame oschnout. Spaceryebleny omyjeme lihem, nechame uschnout.

3) Na kratSi strany wWjgiho skla (bez gzu) poloZzime par spadema & poloZzime vnitni
sklo (tergi, s vifezem), na & opét par spacéra na & druhé vijsi sklo.
Tento postup plati pro 4 gely,fipravujeme 2 ,sendve”. Pri analyze 2 gel
pripravujeme roveiz 2 ,sendvie” (bez vnirnich skel), nikoliv jeden ,sendvVi pro
dvojici geki najednou. P analyze 1 gelu nahrazujem v aparn&udruhy ,sendw*
sklergnou deskou, ktera je séasti vybaveni

4) Nasadime natjpraveny ,sendwy“ upinaci nastavce a krajni Srouby lehce dotahneme.

5) Zvedneme ,send¥l do vertikalni polohy, postavime na spodni strgmavolime Srouby
a srovname skla a spacery do krajnich poloh. Lgit@éhneme krajni Srouby, skla
ota¢ime a postup opakujeme s horni hranou. Opakujeinealltauiho, nez jsou spacery
zcela na kraji a spodni a horni hrany skel a spamsia v rovis.

Dukladre zkontrolujeme, nepsné sestaveni skel by mohlo vést késnesti
» aparatury a vytékani akrylamidu nebo elektrodovgfou.

6) Fimeérerg dotahneme bimi Srouby a spodni hranu skel namazeme vazelifotugmnim
zvladnuti postupu lze vynechat). Skla postavim dp stojanku.

7) Do otvoi na stojanku vlozime utahovaci koliky, delSim kanaoli. Plynulym pohybem
utahneme oba koliky najednou stejnymésem o 180°, skla se migrzabdi do podlozky.
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pFiprava gel G
8) Na skla udlame fixem zn&ku 2,2 cm od horniho okraje

9) Do 1,5 ml eppendorfky sifipravime 10% roztok APS (ammonium persulfate), ykter
nelze dlouhodabskladovat. Vazime na analytickych vahach.

1 gel 2 gely 4 gely
APS L s 0,0229 ...cooovnne 0,033Q ......... ,Q67 g
destilovana voda .........ccccccevvvvinnnnns o0al.................. 30Qu............... 60Qul
10) Do vysokeé 250 ml kadinkyipravime nasledujici st podle mnozZstvi geél
Pufr pro sepakmi gel ....................... 6,75 ml ........135ml ............. 27 ml
Zasobni roztok Akrylamid + BIS ..... 475ml ... 95 ml .............. 19 ml
destilovana voda ........ccccccceeeiiiiinnnn, Slhl Z2C T 11| 46 ml

Roztok akrylamidu pdavame opatmpipetou (nap 4x po 4.75 ml).

11) Opatrig michame krouzenim (n&dt bubliny, kyslik brzdi polymeraci), dokud roztok
nebude homogenni (nebudoudmviditelna ,vliakna“ akrylamidu).

12) Ridame posledni dviatky, které spousti a katalyzuji polymeraci:

10% APS oo, 108l oo, 215 e, 43Qul
10% TEMED ..o, 108, 215 e, 43Qul

12) Opatri promichame a ihned nalévame gel. Nabereme roztoktikacky, prilozime
na okraj skel a spustime jednét8i kapku po spaceru. Az dosadhne dna skel, plynulym
proudem nalévame roztok az po &a Kontrolujeme, jestli nevznikaji bublinyifp. je
vyZeneme na hladinu a nechame prasknout).

13) Po naliti vSech gelihned gevrstvime roztok akrylamidu destilovanou vodou. &lame
vodu do 5 ml Sgiky a pomalu vypoustime po jednom spaceru. Vodasasi s roztokem
akryalmidu a vytvé& ,klin“ na hladirg, prestaneme ifidavat, az Sgka klinu dosahne asi
1-2 cm od druhého spaceru.

14) Nechame gel i zbytek roztoku v kadince cca dimo polymerovat. Bhem této doby
piipravime elektrodovy pufr a aparaturu (viz nize)

15) Po zpolymerovani gelu odsajeme idjgkstikatkou vodu nad nim. Obsahuje i zbytky
nezpolymerovaného akrylamidu, zachazime s ni jakeb®zpé&nym odpadem a slévame
do zvlastni lahve! Stefrzachazime s nezpolymerovanym zbytkem v kadince!

16) Do vysoké 100 ml kadinkyipravime nasledujici s¢s pro koncentimi gel:

1 gel 2 gely 4 gely
Pufr pro koncentrai gel .................. 4.5ml ... oml oo 18 ml
Zasobni roztok akrylamid + BIS ....... 0,5MmMl e Iml . 2 ml
17) Opatrg promichame krouzenimfigame posledni dviatky, které katalyzuji polymeraci:
10% APS ..o 30pl (510') IR 12Qul
10% TEMED ......coooviiiiiiie BO.....oooiie (510') IR 12Qul

18) Opatrg promichame a ihned nalévame gel do Ukowyiezi ve vnitnim skle (resp. asi
5 mm pod okraj skelipnalévani jediného gelu v sendi

19) Mezi skla zastime trebeny. B pouziti ¢tyi geli srovname febeny tak, aby jamky
vramci jednoho sendie byly pest za sebou (usnadni to nanaSeni viaprk
Zkontrolujeme, jestli neistaly bubliny pod zubyieberi.

20) Nechame gel a zbytek v kadince nejmdnhodinu polymerovat. &iem této doby
dokortime gipravu aparatur a puifr
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21) Po zpolymerovani gelu opatrimyjmeme liebinky (pozor na poskozeni jamek!). Zbytky
roztoku co nejrychleji odsajeme injak stikackou. Roztok obsahuje zbytky
nezpolymerovaného akrylamidu, zachazime s nim jakmebezpgym odpadem,
vypoustime do kadinky a slijeme do zvlastni lahve!

22) Jamky ihned naplnime elektrodovym pufrem.

23) Injekeni stikackou vysajeme pufr z jamek (nyni jiZ s nim zachazial® s BZnym
odpadem) a jamky znovu naplnime elektrodovym pufrem

24) Pokud ihned nenanasime vzorkigksyjeme horni hranu gehlobalem, aby nevysychaly,
a dame chladit do lednice.

pFiprava aparatury

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

26) Naplnime spodni vanu elektroforézy:

elektrodovy pufr.......cccccevvvveveennnenn. 2,41
destilovana HO.............coeeeiiiinninnnne, 1,81

27)Vanu elektroforézy umistime do¢tsi plastové vany a vlozime do lednice
pro elektroforézu. Do vany zasuneme skign vynenik tepla a vloZzime magnetické
michadlo. Nechame vychladitgs noc (v lednici, ip vypnutém dodataém chlazeni).

C) Nanaseni vzork 0 a elektroforéza

1) Zapneme WwjSi chlazeni (spirana boku pro chlazeni + zapojeni kabelu pumpy
do elektrické s#) a zapneme magnetické michadlo.

2) Aparaturu elektroforézy v lednici obsypeme ledem

3) Dame rozmrazit vzorky (trva asi 15-20 minut)znmwazujeme pomalu, vainpolozené
na ledu, obas promichame. Po rozmrznuti uchovavame v ledu!

4) Teésre pred nanaSenim vzoikkvyndame z lednice stojanek s gely, doplnime doejam
vychlazeny elektrodovy pufr az po okraj, obloZirhéaditky.

5) Mikrostikatkou (,Hamiltonkou“) nanasime 10l vzorku (@ip. optimalizovany objem).
Mezi vzorky mikrostikacku proplachneme destilovanou vodou z kadinky.

Pracujeme co nejrychleji, aby se vzorky co negnéhaly. Obvykle nanasSime
» navsSechny gely stejné vzorky ve stejnémwadgio— nabereme tedy objem vzorku
najednou pro vSechny gely (obvykleid)0a naneseme postupna vSechny gely.

6) Do vyezi na spodni stranhorni vany elektroforézy vlioZzimesnici vlozky. Vyezy
nejprve posikame malym mnozstvim destilované vody, kapky fi@meée do plochy a na
né tésreni ,prilepime*.

7) Na horni hranu skel nasadime horni vanu elektéafy. Povolime Srouby drzici gely
ve stojanku (plynulym pohybem k solbba Srouby najednou o 180°; delSi konec bude
nakonec niit doli) a vyjmeme je z otvér Srouby vioZime do otvarv horni vag delsim
koncem nahoru afppahneme plynulym pohybem o 180° (delSi konceidol

8) Horni vanu s gely vloZime do spodni vany, ¥giik tepla Zistane mezi gely.

9) Nalijeme elektrodovy pufr do horni vany. Puftévedme nejprve doigdu vany a pomalu
zaplavujeme $tbiny spojujici vanu s gely. Pufr nalévame do vyaky 1 cm nad dratek
(elektrodu) vprosed vany.

10) Vanu pikryjeme vikem, otvory ve viku musi dosednotgg€ na konce elektrod.
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11) Fipojime elektroforézu na zdroj elektrického proudbame na spravnou polaritu.

12) Zapneme elektroforézu na konstantni proud 80, mpé ustaleni (cca po 1 min.)
zaznamename do protokolu hodnotu proudug¢thapvykonu.

13) Pravideln kontrolujeme pibe¢h elektroforézydelo, mnozstvi pufru v horni van
14) V prabéhu elektroforézy siifpravime pufry a barvici roztoky pro detekci isoZym
15) Ve chvili, kdy zbarvenéelo elektroforézy dosahne asi 0,5-1 cm od spodoinaje (asi

4:30-5 hod.), vypneme zdroj elékty a odpojime elektroforézu od zdroje. Do protakol
zaznamename celkovou dobu elektroforézy a koncodédty proudu, naii a vykonu.

D) Detekce isozym U (barveni)

obecné poznamky

* Nekteré chemikélie pouzivané k histochemickému bdnjeau jedovaté, pracujeme
zasadw v rukavicich a plasti afpmeiens opatrré

e Barveni je porarné citlivé na dodrzeni regkich podminek. Pufry proto pouzivame
cerstvé a kontrolujeme pH, chemikalie vazime nayaicitlych vahach.

« (Cést chemikalii se uchovavéipsnizené teplét (4°C nebo -20°C). Tyto chemikélie
vyndame dostate¢ dlouho ged vazenim afed otewenim nechame vytemperovat na
pokojovou teplotu (aby se v nic nesrazela vzdudimiéogt a neznehodnotily se)!

» Barviva a meziprodukty barvicich reakci jsatiSinou citlivé na sktlo. VSechny zasobni
chemikalie vystavujeme &tlu co nejmén, ihned po vazeni je uklizime &pdo sking
nebo lednice. Navazené &snuchovavame v kadince obalené alobalem, ihnedageni
je odneseme do temné komory. S hotovymi roztokyipudmeme vzdy po tria

pFiprava barveni

1) V pribéhu elektroforézy pipravime barvici roztoky.

2) Na analytickych vahach navazime do 100 ml kddiolealenych alobalem latky podle
recepti pro jednotlivé enzymové systémy (viz str. 42-4Ppkud je sotasti postupu
piidani enzymu (glucose-6-phosphate dehydrogenasg¥jdavame jej nikdy &hem
vazeni, ale az do roztokeste pied aplikaci roztoku na gel. Navazené&snskladujeme v
temné komte.

3) Odnttime si gislusné objemy pufic Pouzivame ifijpravené zasobni roztoky dané
koncentrace, kde je peba, upravime pH.

4) Asi 10 minut ped koncem elektroforézy adladné rozmichame navazena barviva
v prislusnych pufrech @kdy to rekolik minut trvd, nap. pro Fast Black K salt).
Pracujeme ve té po rozpusdini pelivé zakryjeme alobalem a uschovame déirtdy,

v mistnosti nerozscime a dvie otvirame na co nejkratSi dobu.

5) Tésre pred skowenim elektroforézy ipravime barvici misky, do kterych dame
vychlazenou destilovanou vodu nebo vychlazeny pwfo oplachnuti gél (podle
enzymového systému).

vyjmuti gel a

6) Vytahneme gely z aparatury, pufr z horni vanyijeye, gely umistime do stojanku
a odstranime horni vanu.

7) Ze sendvie sunddme upinaci nastavce.
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8) Tenkym koncem plastové Spachtle na gely nebcemozatlgime na spodni stranu
spaceil horniho z dvojice géla postup# je vysuneme.

9) Sirsi konec plastové 3pachtle vioZime asi dayny baini strany skel do mezery po
spaceru, druhou stranu skladvZujeme prsty a opatéreap&ime, dokud se skla neodlepi
od sebe. Pokud gefigtane pilepeny na hornim skle, rychle sklo sime gelem nahoru
a polozime na 8t

10) Odiizneme koncenttai gel a Sikmym ukrojenim pravého spodniho rohuatiome pozici
posledniho vzorku, tj. pravy dolni roh (pozor nawwu orientaci gelu, pokudigtal na
hornim skle!), pip. s¢izneme horni nebo dolni okraj gelu (pokud je vyAemo, Ze v této
oblasti se studované enzymy nebarvi).

11) Navirtime si rukavice, nozem nebo Spachtli opatmadzvedneme jeden okraj gelu,
uchopime do préta plynulym pohybem zvedneme ze sklaiangseme dofjpravené
barvici misky s vychlazenou vodou nebo pufrem.

Je dilezité pracovat s vihkymi rukavicemi, na suchéeldeapi a trha se. Pracujeme
« pomalu a plynule, aby se gel nepotrhafi Roztrzeni geneseme postuprvSechny
casti a rozprosteme do misky.

12) Podoba pokratujeme se spodnim gelem v seriilvi

barveni

13) Gel v barvici misce kratce oplachujeme. Poternseé vodu nebo pufr, gel v misce
pieneseme do temné komory a p@ tmalijeme do misky barvici roztok. Pokud je &asti
postupu pidani enzymu, fidame jej do barviciho roztokgdrg pied nalitim roztoku na
gel.

14) Promichame a vloZime do termostatu nastavemz35°C.

15) Po tmd prabézre¢ promichavame barvici roztokyfip. pidavame substrat (pokud to
postup vyZaduje), za minimalniho ¢deni kontrolujeme stav barveni

Délka barveni je specificka pro kazdy enzymovyésyst organismus. NejkratSi doby
» se pohybuji okolo 20 minut, nejdelSi dkalik hodin (nebo fes noc). Jereba
vyvarovat se zbyteé dlouhého barveni — e dojit k pebarveni, kdy jsou prouzkyilis

intenzivni, Siroké a neostré nebo s&mzvysit zabarveni pozadi gelu a prouzky jsou pak
malo zetelné.

16) Po skodeni barveni slijeme barvici roztok do k tom@ané naddoby (jde o nebezpg
odpad). Gel oplachujeme v destilované ¥oébo ve fixénim roztoku Pokud pouzivame
fixacni roztok, po skoteni fixace jej vylijieme do nadoby na nebeapeodpad, nikdy do
béZného odpadu!

17) Gel nechame oplachovat v destilovanééydderou podle paeby nenime, dokud se
z gelu nevymyji zbytky barviciho i{ip. fixatniho) roztoku (minimalk& 2 hodiny, ideél#
pies noc).

40



Isozymy

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

2) Do misky s vodovodni vodou vloZzime pé&ty paiet lista celofanu, 2 na kazdy gel.
Celofan nechame minimainnékolik minut oplachovat. Alternativh Ize oplachovat
jednotlivé listy pod pomalu tekouci vodou v umywadl|

3) Do vany s vodou vloZime jeden plastovy réeke

4) Rozproseme list celofanu na raek tak, aby pod nim ani nad nim nezbyly Zzadné
bubliny (pripadné bubliny vyZeneme na hladinu a nechame poaskn

5) Na celofan poloZzime fixovany a oplachnuty geérk predtim gipadré jeS& upravime
(seiznuti prazdnych okrajapod.).

6) Druhy list celofanu opaténpiilozZime na spodni celofan a gel. Mezié¢ota vrstvami
celofanu ani okolo gelu nesmi zbyt Zadné bubliny

7) FiloZime druhy plastovy rantek.

8) Srovndme gel doigdu ramekt a ok¥ vrstvy celofanu tak, aby ¥pivaly z rameéki
na vSechny stranyiblizné stejre.

9) Ohneme obvrstvy celofanu fes jednu delSi stranu horniho rédke vyZzeneme bubliny
(mohly by @i vysychani potrhat gel) aiphytime celofan k rans&iam kolicky na prédlo.
Napneme celofan a pokigeme s dalSimi dima stranami.

10) Srovname gel doisdu rameki, podepeme jej prsty a zvedneme ratkg tak, aby
posledni volna stranaigtala dole. Vypustimetrpbyt&nou vodu. Vratime randgy zpst
do misky a pichytime kolEky i posledni stranu.

11) K rdamekam piipneme popisek (enzymovy systém, datum zpracovamgchame gel
vyschnout. B pouziti tenkych ramika je jeS€ musime po asi 30 mirfgpnout na pevnou
podlozku, aby je vysychajici celofan nezkroutil.

12) Po cca 2 dnechibeme vysuSeny gel vyjmout z rakké. Ostihneme celofan tak, aby
zbyl okolo gelu asi 1 cm Siroky pruh, na ktery dapiecisla vzorki a studovany druh,
datum a enzymovy systém.

13) Gel nechame ¢kolik dna lisovat. Gely dale uchovavame v suchu a zbwe
nevystavujeme flu (pokud s gelem zrovna nepracujeme, uchovavareg |
v nepihlednych deskach ve th Takto vysusSené gely Ize dlouhodakladovat.

F) Jednotlivé enzymové systéemy

V této¢asti jsou uvedeny detaily o jednotlivych enzymovggbtémech, které jsme schopni v
nasi laborativ barvit, a ndvody na barveni. Uvadime (pokud j&oiormace v literatie
dostupné):

» zkratku enzymu a nazev (v angjin¢, ceské nazvy jsou analogické)

» odctlené pomtkami: E.C.¢islo, kvarterni strukturu, lokalizaci v bce (c — cytoplasma,
m — mitochondrie, p — plastidy) a ¢t lokusi

» praktické poznamky, upozafmi na mozné komplikace, apod.

» slozeni barvicich roztdk (ndzvy chemikalii z praktickychuastodi anglicky); navody
na pufry viz Roztoky a pufry, str. 59.

» informace k barveni (odchylky od standardniho post@apod.)
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ACP - acid phosphatase
E.C. 3.1.3.2 — monomer, dimer—c,m,p—-1az 4

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

Po skowreni elektroforézy neoplachujeme tkv pH v destilované vog ale v pedem
vychlazeném pufru (je protoetba proto fipravit asi 100 ml pufru).

ADH - alcohol dehydrogenase

E.C.1.1.1.1-dimer-c— 1az3
¢asto variabilni; dosti citlivy na teplotugkdy se na gelu negatigrarvi také SOD

Roztok A:

0,1M Tris—HCI buffer, pH =7.5 40 ml

NAD" 15 mg
MTT 10 mg
PMS 1mg
Roztok B

ethanol ¢isty) 10 ml

Pridat ke gelu barvici roztok A, inkubovat v termasigpo 2—-3 minutachimat (ve tng!)
ethanol. V pipact, Ze se gel barvi slappridavat dalsi davky ethanolu vzdy po cca 1 h&din
mozné je i prodlouzit Gvodni inkubaci bez etharatuna 10 minut.

AAT - aspartate aminotransferase (= GOT — glutamat®xalacetate transaminase)

E.C.2.6.1.1-dimer—-c,m,p—1az4
¢asto variabilnigasty vyskyt sekundarnich proukkteré mohou komplikovat alelické vyhodnoceni; pom
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 gipravime (na sstle) min. 15 minut pedem, pi rozpous¢ni nutno zatat na cca
50°C, poté nechat zchladnout na pokojovou teplGhemikalie v roztoku B rozpoustime ve
tmeé. Roztoky A a B smichamedne pred inkubaci ve téha ihned nalijeme na gel.
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DIA — diaphorase

E.C. 1.6.-.- — monomer, dimer, tetramer — c, maz 4
barvi se ¥tSinou pondrng rychle, pozor naigbarveni; obvykle alespigeden doke ¢itelny monomerni lokus +
ngjaké dalSigteni ale gkdy komplikovano sekundarnimi pruhy

0,1M Tris—HCI buffer, pH = 8.0 50 ml

NADH (reduced) 13 mg

MTT 5mg

2,6 dichlorindophenol 2mg (sodium salt hydrate)

ENP — endopeptidase

E.C. 3.4.23.6 —monomer—-? -1
barvi se ¥tSinou dosti slab

0,2M Tris—maleic acid buffer, pH = 5.5 50 ml (+ asi 50 ml na oplachovani)

BANA (B-N-benzoyl-DL-arginines- 25mg rozp. v 2 ml N,N-dimethylformamidu
naphthylamide.HCI)
Fast Black K salt 20 mg

Po skowreni elektroforézy neoplachujeme tkv pH v destilované vog ale v pgedem
vychlazeném pufru (je protéeba proto fipravit asi 100 ml pufru).

EST — esterases

E.C. 3.1.1.- — monomer, dimer—c -2 az 10
pomerné nespecifické barveni, vzdy vice lokgsdosti variabilni, vhodny nap pro identifikaci klor,
ale alelick& interpretacestginou obtizna (prolinani loktisapod.); por&rné citlivy na teplotu

Esterase buffer, pH = 6.45 60 ml (+ asi 50 ml na oplachovani)
1-naphthyl acetate 25 mgpiedem rozpustit v 2,5 ml 50% acetonu
2-naphthyl phosphate 25 mgiedem rozpustit v 2,5 ml 50% acetonu
Fast Blue BB Salt 50 mg

Gel po skoneni elektroforézy neoplachujeme v dest. &oale v esterasovém pufru (kv
pH), je tedy patba pgipravit min. 100 ml pufru. Oba substraty spwi& rozpustime v
acetonu ve tr dale rozpustime Fast Blue BB salt v pufru (v&)imrilijeme k substratm a
ihned aplikujeme na gel.

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

E.C.1.1.1.49 —dimer—-c,p—-2
nekdy pongrné rychlé barveni, proto pozor négbarveni

0,05M Tris—HCI buffer, pH = 8,0 50 mi

glucose-6-phosphate 50 mg (disodium salt)
MTT 10 mg (mozno nahradit NBT)
NADP* 6 mg

PMS 2 mg
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GLU — B-D-glucosidase ($8-D-glucoside glucohydrolase)
E.C.3.21.21 —-dimer-c—-1
0,05M potassium phosphate buff.,pH=6GB ml(+ asi 50 miha oplachovani)

6-bromo-2-naphthyp-D-glucoside 50 mg (rozpustit v 5 ml N,N’-dimethylformamidu)
PVP-40 19
Fast Blue BB salt 50 mg

Po skowreni elektroforézy neoplachujeme tkv pH v destilované vogl ale v pgedem
vychlazeném pufru (je protdetba proto fipravit asi 100 ml pufru). Inkubace v termostatu
60 minut a potomifd pokojové teplat pres noc (stale ve th.

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

0,05M Tris—HCI buffer, pH=8,0 50 mi
Na-glutamate 200 mg
CaCb (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—2az 3

0,1M Tris—HCI buffer, pH=7,1 50 mi
glucose 45 mg
ATP (disodium salt) 12,5 mg
NADP* 12,5 mg
NBT 10 mg
PMS 1,5mg

glucose-6-phosphate dehydrogenase ul40 (= 40 U, zasobni roztok 1 W)

Dehydrogenasu fglavame az jako poslednéste do jiz hotového roztoku ipd aplikaci
na gel, promichame. Existuji vice alternativnichrvbai (vysSi pH, nahradackterych
slozek).

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

0,1M Tris—HCI buffer, pH=8,0 50 mi

isocitric acid 50 mg (trisodium salt)
NADP* 10 mg

MTT 8 mg

NBT 8 mg

PMS 2 mg
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Isozymy

LAP — leucine aminopeptidase (= AMP — aminopeptidas

E.C. 3.4.11.-—monomer—-c—2az 3

obvykle dosti variabilni; velmi citlivy na teplotukvalitu vzorku; obvykle se barvi skab

Roztok A

0,2M Tris—maleate buffer, pH = 6.0 30 ml(+ asi 50 ml na oplachovani)
MgCl,.6H,0O 60 mg Ize rozpustit ihned v pufru (na&ke)
L-leucyl-B-naphthylamide hydrochloride 35 mgozpustit v 2,5 ml 50% acetonu, vegm

Roztok B

0,2M Tris—maleate buffer, pH =6.0 30 ml
Fast Black K salt 25 mg

Gel po skoneni elektroforézy neoplachujeme v dest. &aale v pufru (kali pH), je tedy
potreba gipravit min. 100 ml pufru. Rozpustime substrat etaau ve tm, pridame hotovy
purf A (i s chloridem hiecnatym) a aplikujeme na gel. Gel inkubujeme v tetiatosnejprve
pouze v roztoku A, po 10 mintigdme roztok B (ve t#).

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 pripravit predem, rozpustit v pufru (na &le), po
rozpus¥ni upravit pH pomoci N&O; na 7,5

Roztok B

0,1M Tris—HCI buffer, pH=7,5 30 ml

NAD" 15 mg

NBT 15mg mozno nahradit 10 mg MTT

PMS 2mg

Roztok A gipravime gedem (na sdtle), upravime pH. Roztok Biipravujeme ve t@
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,0O 50 mg
NADP* 5mg
MTT 10 mg
PMS 2 mg

NADHDH (= NDH) — NADH dehydrogenase

E.C. 1.6.99.- — monomer, dimer, tetramer (?) —,gp1-4 (?)
vétSinou je tento nazev pouzivan i pro DIA, respsaejoba enzymové systémy odliSovany (katalyzujigtém
totéz, rtkdy se obma barvenimi barvi stejné enzymy, atday ne)

0,1M Tris—HCI buffer, pH=8,4 30 ml

menadion 15 mg rozpustit v 2,5 ml 50% acetonu rfwg t
NADH (reduced) 17,5mg

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 miha oplachovani)

CaCl (anhydrous) 11 mg rozpustit ihned v pufru, nélsv
3% HO; 250l
3-amino-9-ethyl carbazole 25 mgozpustit v 5 ml N,N’-dimethylformamidu

Gel po skoneni elektroforézy neoplachujeme v dest. &odle v pufru, je tedy p#ba
piipravit min. 100 ml pufru. Inkubace v lednici.

PGI — phosphoglucoisomerase (= GPI — glucosephospbaisomerase, phosphohexose
iIsomerase)
E.C.5.1.39—-dimer—-c,p—-2

nékdy se spolu s PGI barvi dalSi enzymy, které négled kaskad za nim (6PGDH nebo G6PDH),
ale interpretace je mozna, pokud se lokusyelayvaji

0,05M Tris—HCI buffer, pH=8,0 50 ml
fructose-6-phosphate 20 mg
MgCl,.6H,0O 24 mg
NADP* 10 mg
MTT 10 mg
PMS 2 mg

glucose-6-phosphate dehydrogenase ul 7 (=7 U, zasobni roztok 1 Uwl)

Dehydrogenasu fglavame az jako poslednéste do jiz hotového roztoku ipd aplikaci
na gel, promichame.

PGM - phosphoglucomutase

E.C.2.7.5.1 —monomer —c,p—2
nékdy se spolu s PGM barvi dalsi enzymy (které nagied kaskédd za nim, 6PGDH nebo G6PDH),
ale interpretace je mozna, pokud se lokusyelayvaji

0,05M Tris—HCI buffer, pH=8,5 50 ml
glucose-1-phosphate 50 mg
MgCl,.6H,0O 24 mg
NADP* 10 mg
MTT 10 mg
PMS 2mg

glucose-6-phosphate dehydrogenase ul 7 (=7 U, zasobni roztok 1 Uwd)

Dehydrogenasu illavdme az jako poslednéste do jiz hotového roztokuipd aplikaci
na gel, promichame.
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Isozymy

6-PGDH (= 6-PGD, PGD) — 6-phosphogluconate dehydregase

E.C.1.1.1.44 —-dimer—c,p—-2
obvykle se barvi rychle (pozor négbarveni); malo citlivy na teplotugkdy se zarov negativié barvi SOD

0,1M Tris—HCI buffer, pH=8,4 30 mi
6-phosphogluconic acid 10 mg
MgCl,.6H,0O 30 mg
NADP* 5mg
MTT 5 mg
PMS 1mg

SKDH (= SKD) — shikimate dehydrogenase

E.C.1.1.1.25 - monomer —c, p—1,2
obvykle se barvi rychle (pozor nagparveni); malo citlivy na teplotugkdy se zarowvi negativie barvi SOD;
porerng ¢asto vytvéi sekundarni prouzky

0,1M Tris—HCI buffer, pH=8,4 30 ml
shikimic acid 30 mg
NADP* 5 mg
MTT 6 mg
PMS 1mg

SOD - superoxide dismutase (= TO — tetrazolium oxabe)

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

0,05M Tris—HCI buffer, pH=8,2 50 mi

NBT 5 mg
EDTA 4,5 mg
riboflavine 1,5mg

Inkubace ve tm pii 35°C po dobu 20 min a potom na intenzivninétlev (idealrt pod
lampou) za laboratorni teploty az do objevengtlgeh prouzki na tmavém pozadi.
Nenechavat na stle zbyt&né dlouho, pocase (teba vyzkousSet) prouzky &aaji slabnout
(pozadi se barvi i do nich).
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Obsluha pfistrojli

Obsluha p Fistroj u

Méreni koncentrace DNA pomoci ,NanoDropu“ (mikroobjemo vého
spektrofotometru) Avans Biotech UVS-99
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1)
2)
3)

4)
5)

6)

7)

8)

9)

Zapneme pdtac (prihlaSovaci jméno a heslo jsou napsané na bokiigse).

Zapneme fistroj tla&itkem vpravo na zadni strapristroje.

Spustime program NANODROP-UVS-99.exe (pokud se ewstokno programu
nebo se objevi chybova hlaska, zkusime odpojitavizrzapojit USB kabel spojujici
piistroj s p@itacem).

V ovladacim programu zvolimeéNycleic Acid.

Odklopime gatibrné n&fici rameno pistroje. Na gibrném podstavci #ticiho ramene
se nachazi vyvysenaehici ploska — je v fednicasti podstavce, v mistech kde na ni
shora dosed&erny kabel msficiho ramene. Nkici ploSku ofeme buniinou
navintenou destilovanou vodou.

Na tmavy sted nefici ploSky naneseme (1-)1.5(-28)referergniho vzorku blank)

— bude jim bd’ voda nebo roztok, ve kterém je DNA skladovana tigfuBuffer D z
kitu, TE pufr, apod.). #klopime nefici rameno a zvolimeBlank'.

Otreme ngftici ploSku buniinou navili®enou destilovanou vodou, a naneseme na jeji
stred n&teny vzorek — pouzijeme stejny objem jako u refémémo vzorku. Fiklopime
mgetici rameno a zvolimeNeasuré.

ZapiSeme parametry dgeni (koncentrace DNA, absorbance, pomnabsorbanci
vypovidajici ocistott DNA, str. 6); vysledky Ize ulozit népvolbou ,Save Graph—
veskera data z okna danéhe&rami ulozZi jako obrazek (.bmp).

Pred mefenim dalSiho vzorku #me n&fici plosku buntinou naviiEenou
destilovanou vodou.

10)Pokud je kivka absorbance pokolika métenich “zubata’, je vhodné znovu nastavit

referergni vzorek — viz bod 6 (na#ené koncentrace DNA by ale “zubatosti” slgm
byt prilis ovlivneny).

11)Po skoweni nefeni oteme nfici ploSku buntinou naviifenou destilovanou vodou.

V oknech programu volime Exit‘, vypneme pistroj, pipadna uloZzend data
pieneseme na USB disk agita¢ vypneme.



Obsluha pfistroja

Méreni koncentrace DNA pomoci spektrofotometru Biowave Il

ovladani p Fistroje

» Pxistroj se zapind/vypingernym tl&itkem vievo na fedni stras pristroje.

» K pohybu po displeji a vidyu poZzadované volby slouZi Sipkové klavesy.

« Ciselna tl&itka vpravo na fistroji slouzi k psani textu&sel; opakovanym stiskem se
piepina mezi malymi a velkymi pismeny; klavesa 1 Blduvkladani mezery; klavesa
,C" = backspace.

» Cervené tlaitko (EscapéCance) slouzi k navratu do fpdchoziho kroku nebo
zastaveni rreni.

* Modré tlaitko (0A/100%7) slouzi k nastaveni refer@riho vzorku (blank).

» Zelené tlgitko (Enter) slouZi k potvrzeni viyu a k provedeni giteni

postup m éreni

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Pro ngteni koncentrace DNA zvolime stisknutifiguSnéhatisla funkci ,Life Science”
- ,Nucleic Acid“ - ,DNA*
DNA nxiime zZedtnou (koncentrace by mohla byt mimo Skaltispoje a hlava —
nemusime svoji DNA plytvat); minimalni celkovy obijegoztoku v kyvet je 70ul
Zadameftedeni vzorku (,Dilution Factor®), tj. podil objem medné DNA / celkovy
objem, nap. pro ¢astéredni 5 ul DNA + 65 ul vody = 70ul celkem jefedici faktor 14
(=70/5); zvolime jednotky (ng/ul) a potvrdime nasta (ostatni parametry nechame v
ptivodnim nastaveni)
Fripravime si referaini vzorek (blank). Bude jim kiivoda nebo roztok, ve kterém je
DNA skladovana (Elution Buffer D z kitu, TE pufrped.). Ve druhém fjjpact tento
roztokiedime vodou stejnym apobem jako enou DNA.
VloZzime kyvetu s referénim vzorkem a stiskneme modrécftao pro nastaveni blanku,
pristroj ukaze nulovou absorbanci
Kyvetu reékolikrat vyplachneme destilovanou vodou zé&cgly, kapky vody z kyvety
vyklepeme na butinu, prip. vysajeme zbytek vody ze dna kyvety pipetou. étyv
opakovas proplachujeme také mezi jednotlivymi vzorky.
Do kyvety pipetujeme zvolené mnozstvi vody a DNAikladre promichame
pipetovanim, vlozime kyvetu se vzorkem didspoje a stiskneme zelené diltko pro
meieni; @istroj ukaze vypditanou koncentraci naseho originalniho vzorku DMkdgliv
koncentraci v kyvet)

Je nutné dodrZovat stéle stejnou orientaci kyvjakg byla @i méreni referedniho
» vzorku. Obraceni o 180° dava odlisSné vysledky. denm stran kyvety je proto
ozna’ena Sipkou.
Zaznamename hodnoty koncentrace DNA,étemych absorbanci a jejich pém
vypovidajicich atisto DNA (viz str. 6).
Po skoneni n&feni pistroj vypneme. Kyvetu nechame odtiov jarové vod,
vyplachneme destilovanou vodou a nechame vyschreokobusku buriny
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Obsluha pfistrojli

Zachazeni s gradientovym a dvoublokovym termocycler em TC-XP
Bioerg

ovladani p Fistroje

piistroj se zapina v zadddsti Fistroje vedle fivodni Siary
piistroj ovladame pomoci tidek F1-F5 dole pod displejem; pohybujeme se pomoci
Sipek vlevo na fistroji, potvrzujeme Entrem
po spudini se na zakladni obrazovce objgvikony:
- File — po stisknuti se zobrazi seznam uzivatelser9, nazvy soubar (File hamé
datum vytvdeni programuSave date
- System — systémova nastaveni, mapnastaveni teploty vika, zapnuti/vypnuti
zvukového signalu po skéani programu
- Run
u dvoublokové verze ifstroje se mezi ovladanim jednotlivych blokiepina stiskem
tlacitka Shift

vytvo Feni nového programu

Pokud chceme #mit parametry stavajiciho programu oZe@ého kurzorem, stiskneme
klavesu Edit

Pro vytvdeni nového programu stiskneme klavesu F2 (New File)

Stiskem klavesy F1 (+Seg) zaddvame parametry jedyadt kroka (tzv. segmerit) jako
teplotu (Temp)g¢as (Time), rychlost néstu/poklesu teploty (Ramp — tzv. ramping rate,
piednastavena hodnota ,#.#" ve sloupci Ramp ¢znaejvySSi moznou rychlost
naristu/poklesu teplot, prostsinu PCR cyki nenenime)

Stiskem klavesy F2 (+Cycle) nastavime&gtocykii a piibeh cyklu, nap. from 02 to 04

Pro tzv.touchdownPCR vyuzijeme sloupec +Temp a +Time

Sloupec Grad slouzi pro vytkeni parameftr teplotniho gradientu (u gradientového
piistroje), nap cislice 12 znazdiuje gradient 12 stugli mezi prvni a posledni pozici
bloku; teplota mezi jednotlivymi pozicemi se nastautomaticky, jeji naist od prvni k
posledni pozici je progresivni

Po vytvaeni programu stiskneme klavesu F5 (Save), zadamegnuzivatele a nazev
vytvoreného programu a potvrdime klavesou F3 (Save)

Pokud program nelze ulozit, je p&mpristroje plna. V takovémifpact je nutné projit
smazat Bktery ze starSich a jiz nepouzivanych prograbh dvoublokové verzeifstroje
|ze program zpustit i bez jeho ulozeni.

Spust éni programu
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Vlozime PCR zkumavky, stripy nebo dekti se vzorky.

Zaklapneme viko bloku a dotahneme (ne silou!; withlakoveé verze fistroje se koleo

po dotaZeni zme protéet).

Stiskneme klavesu F1Fi{e), vyhledame poZadovany profil a program a stiskeem
klavesu F5Run

Po spu&ini programu se na displeji zobrazi jméno uzivatebgev programu, celkovy
¢as, zbyvajicttas,¢islo a graficky pitbéh praw probihajiciho cyklu, ptet cyki, teplota
vika apod.

Po dolhnuti programu ukatime stiskem klavesy Stop ad&@pvnym potvrzenim stiskem
F1 (Stop.



Obsluha pfistroja

Zachazeni s termocyclerem Biometra T3000 set Femi bloky
ovladani p Fistroje
» P¥istroj se zapina/vypina naegglni straa vpravo dole tlaitkem ,Powef
» Pristroj ovladame pomoci tldek dole pod displejem a na pravé strgmohybujeme se
pomoci Sipek, potvrzujemntenter, mazeme tldtkem Cancel
o Z&Kkladni obrazovka ukazuje v dolidisti displeje #kolik ikon:
- Info: zobrazeni informaci o blocich — p&g&iinny (active nebo volny ihactive
- System- informace o typu ifistroje, nastaveni signalizace konce programu, leavo
poZzadovaného jazyka, nastaveni kontrastu na digplegl.
- Starfstop— zapnuti/vypnuti programu
- Edit — vytvareni nového programu nebo &na parametrjiz ulozeného programu

vytvo Feni nového programu, editace programu

» Stiskneme klavesHdit.

* Vybereme adregado kterého chceme program ulozit, stiskné&mneer.

* Vybereme podadresé stisknemeEdit (pro novy prazdny program) nebo vybereme
existujici program a stisknengslit

» Po zobrazeni abecedy vloZzime ndzev programu adioterstiskenName OK

* Nastavime teplotu vikaLid Temperaturg na 99°C a zapneme funkcigplelfivani
(Preheating O potvrdime stiskerinter.

* Nastavime teplotni program — teplotie(np vkladamecisly, ¢as Timg zadavame v
sekundach, minuty, ffp. hodiny musime odtlt teckou (,90* znamena 90 s, ,3.30"
znamena 3 min 30 s, ,1.5.0“ znamena 1 hod 5 mi);0pro nastaveni ,nekotreého"
kroku (nap. zchlazeni na 15°C po d&inuti cyklu) zadameas ,,0“, objevi se Rausé.

* Pro nastaveni cyklovani najedeme na koféetku posledniho kroku cyklu a do sloupce
» < vlozime ¢islo, které odkazuje na pé@tesni krok cyklu (sem se buderiptroj po
kazdém dokoteném cyklu vracet a opakovat cyklus od tohoto kypkio sloupce ,#*
vloZime pa@et cykli zmensSeny o 1 (prvni prébnuti cyklu pegita pistroj zvlag).

e program ulozim $ave pgrh

Spus€ni programu

* Vlozime PCR zkumavky, stripy nebo dekti.

o Zaklapneme viko bloku a dotahneme, dokud se kdda nézane protéet.

» StisknemeStart/Stop vybereme blok a po rozbaleni adiesf@rogram, ktery chceme
spustit, a stisknem8tart

* Po spusdini programu se zZae zaliivat viko, displej zobrazuje teplotu &s pra¥
probihajiciho kroku, teplotu vikdas do konce programu se objevi po stisknutio;.

» Jakmile viko dosdhne zadané tepldtid (Temperaturgstandard& 99 °C), je automaticky
pritlaceno na zkumavky, Zéna vlastni reakce, jeji foch je zobrazovan na displeji.

e Prvni 2-3 minuty po dosaZehid Temperaturezistdvame v blizkosti ifstroje — hrozi
oteeni zkumavek (zvla8tv 1. bloku), které se projevuje slySitelnym ,lufrat vicek.
Pokud k tomu dojde, povolime viko, oteme blok a wika zkumavek opatthzaweme
(pfi neopatrné manipulaci e dojit k poSkozeni &#k a naslednému odieai vzorki).
Zavfeme blok a znovu dotadhneme viko.

* Po ukorteni programu se zapne zvukovy signal, ktery zru&iis&em kterékoliv klavesy,
povolime viko a mizeme vyndat produkty PCR reakce. Vypneme prog&ant/Stop
vybereme blokStop
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Obsluha pfistrojli

Méreni na pH-metru Hanna pH 211

Kalibrace

Doporiuje se provagt vzdy po delSim stani aripbézné praci nejmén 1x tydre,
pro velmi gresné mifeni 1x deni.

Pro kalibraci pouzijeme vzdy pufr pH = 7,01 a drupH = 4,01 nebo 10,01) zvolime
podle toho, jestli planujemedieni v kyselé nebo v zasadité oblasti.

Elektrodu i teplomr dukladné oplachneme destilovanou vodou zéickly, opatrié
osusime buginou.

VloZime elektrodu i teplogr do kalibr&niho pufru pH = 7,01. Otvor na spodtasti
kyvety (nad barikou) musi byt pod hladinou pufru.

Zapneme fistroj tlatitkem vpravo pod displejem, ukaze se hodnota ptplata.
Nechame chvili ustélit, spustime kalibractitkem ,CAL".

Pristroj za&ne kalibrovat, vlevo blika ,Not ready”. Rkdme, dokud se napis ne&mi na
.Ready CFM“, potvrdime stiskem tiakka ,CFM".

Sipkami (ozn&eny «°C / +°C) vybereme hodnotu pH druhého kalibrého pufru
(zobrazuje se na displeji uglnpravo).

Vyjmeme elektrodu i teplosn z pufru, oplachneme destilovanou vodou, vysuSame
vloZime do druhého kalib¥aiho pufru.

Blikh ,Not ready”, p@gkame, dokud se napis neam na ,Ready CFM*, dokafime
kalibraci stiskem tl&tka,CFM*.

Pokud ihned nepoktajeme n¢ienim, vypnemeifistroj.

Vyjmeme elektrodu i teplo#m, oplachneme destilovanou vodou, osuSime dnoi a
vlozime docepikky s uchovavacim pufrem (Storage solution; pokudémn nebude
ponaena cela batka elektrody, doplnime ze zasobni lahve Jénslke pod pistrojem).

Méreni pH
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Oplachneme elektrodu i tepl@mdestilovanou vodou, opatrmsusime buginou.
Vlozime elektrodu i teplosr do roztoku, otvor na spodiasti kyvety (nad batkou)
musi byt pod hladinou.

Zapneme fistroj.

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

Po skoieni nereni, pokud nepokiajeme dalSim roztokem, vypnemidgro;.

Vyjmeme elektrodu i teplogm, oplachneme destilovanou vodou, osuSime dioi a
vloZime docepicky s uchovavacim pufrem.



Roztoky a pufry

Roztoky a pufry

1) Obecné roztoky

1M HCI

100 ml 250 ml 500 ml
dest. HO ~70ml  ~200 ml ~ 400 ml
konc. HCI (35%) 8,83 ml 22,07 ml44,14 mi

doplnit dest. HO do objemu 100 ml 250 ml 500 ml

Vzdy pidavame koncentrovanou kyselinu détStho mnozstvi vody, nikdy naopak (hrozi
rychlé zakhiati a vystiknuti sndsi!)

IM H3PO,

100 ml 250 ml 500 ml
dest. HO ~70ml ~200 ml ~ 400 ml
konc. PO, (85%) 6,74 ml 16,86 ml 33,71 ml

doplnit dest. HO do objemu 100 ml 250 ml 500 ml

Vzdy giddvame koncentrovanou kyselinu dtstho mnozZstvi vody, nikdy naopak!

1M kys. octova

100ml 250 ml 500 ml
dest. HO ~70ml  ~200 ml ~ 400 ml
kys. octova {istd) 572ml 14,30 ml 28,60 ml
doplnit dest. HO do objemu 100 ml 250 ml 500 ml

Vzdy giddvame koncentrovanou kyselinu dtstho mnozZstvi vody, nikdy naopak!

Roztoky NaOH

0,5M NaOH 1M NaOH 10M NaOH
100 ml 250 ml 100 ml 250 ml 100 ml 250 mi
dest. HO ~70ml~220ml ~70ml ~220ml ~70 ml ~ 200 ml
NaOH (bezvody) 29 59 49 109 40 g 100 g

doplnit dest. HO do objemu 100 ml 250 ml 100 ml 250 mi 100 ml 250 mi

Pri pripraw 0,5M NaOH pro izolaci DNA pouzit misto destilovaray Milli-Q vodu,
vysterilizovat v autoklavu (specialni program bakuového suseni).
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Roztoky a pufry

2) lzolace, redéni a srdZzeni DNA

2% CTAB
100 mi 250 ml 500 ml (konc.)
CTAB (cetyl trimethyl ammonium bromide) 2,0 g 5009 10,049 (2% wiv)

Tris-base 1,21g 3,03 ¢ 6,06 g (0,1Vm)
Na-EDTA 0,74 ¢g 1,869 3,72 ¢ (0,02Mm)
NaCl 8,18 g 20,45 40,91 (1,4M)

dest. HO ~80ml ~220 ml ~ 450 ml

doplnit dest. HO do objemu 100 mi 250 ml 500 ml

100mM Tris-HCI pufr, pH = 8,3
50 ml 100 ml 250 ml

Tris-base 0,619 1219 3,03¢g
dest. HO ~ 35 ml ~80ml ~220ml
Gprava pH pomoci 1M HCI pH = 8,3

doplnit dest. HO do objemu 50 ml 100 ml 250 ml

TE pufr (10x koncentrovany zasobni roztok)
50 ml 100 mi 250 ml 1000 ml (konc.)

Tris-base 0,61¢ 121g 3,03¢ 12,11 g (0,1M)
Na-EDTA 0,199 0,379 0,93 ¢ 3,729 (0,01M)
dest. HO ~35ml ~80ml ~220ml ~900 mi

Gprava pH pomoci HCI / NaOH pH=8,0

doplnit dest. HO do objemu 50 ml 100 ml 250 ml 1000 ml

Prred pouzitim ngedit 10x%, finalni koncentrace jsou 10 mM Tris, 1 rBERTA

Sodium acetate

3M 0,05M
100 ml 100 ml 200 ml 500 mi
Sodium acetate (anhydrous) 24,61 g 0,41 ¢ 0,82g ,05¢@
dest. HO ~70 ml ~ 80 ml ~180ml  ~ 450 ml
Gprava pH pomoci kys. octové pH=5,0 pH=5,0
doplnit dest. HO do objemu 100 ml 100 ml 200 ml 500 ml

0.5M 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 559 110g
Na-EDTA 9,39 18,6 g

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

Redéni na konc. 1x (elektroforézagiprava geli):

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

TAE pufr (z&sobni roztok)
10x konc.  20x konc.

Tris-base 48,46 g 96,92 g
Na,-EDTA 3,729 7,44 ¢
Glacial acetic acid 11,42 ml 22.84 ml

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

Redkni na konc. 1x (elektroforézagiprava geli):

10x konc. 20x konc.
11 5l 11 51
TAE 100 ml 500 ml 50 ml 250 ml
dest. HO 900 ml 4500 ml 950 ml 4750 ml

Modry nanaSeci pufr bez DNA barviva — ,LD*

Bromphenol Blue 0,025¢g
Glycerol 3 mi
doplnit sterilni dest. kD do objemu 10 ml

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

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

Bromphenol Blue 0,025¢g
Glycerol 3ml
SYBR Green | nebo GelRed 20

doplnit sterilni dest. kD do objemu 10 ml

rozpipetovat po 1 muchovavat ve temv —20°C.
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Roztoky a pufry

100 bp Ladder

100 bp ladder (500g / ml) 20yl
sterilni dest. HO 180ul
“GelRed" (snts s LD) 40ul

pracovni alikvoty uchovavat v lednici, zasobninéy —20°C.

A DNA Hind Il digest

). DNA Hind Il digest (500ug / ml) 20l
sterilni dest. HO 180ul
“GelRed"” (sn¢s s LD) 40ul

pracovni alikvoty uchovavat v lednici, zasobnineyt —20°C.
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Roztoky a pufry

4a) Isozymy — izolace

Izola¢ni pufr ,Viola® (podle isozymové laborate BU AVCR, Piihonice)

30 ml 50 ml 100 ml (konc.)
Tris-base 0,36 g 0,619 121¢g (0,1M)
ascorbic acid 58 mg 97 mg 194 mg (11mmMm)
sodium metabisulfite 148 mg 247 mg 494 mg (26 mM)
2-mercaptoethanol 1448 246 pl 492l (70 mM)
Uprava pH pomoci HCI pH = 8,0 fpd pidanim PVP!)
PVP40 129 29 49 (4% wiv)

Nelze dlouhodabuchovavat, kratkodetv lednici

Izolaéni pufr ,Gentiana“ (podle isozymové laborate BU AVCR, Prihonice)

30 ml 50 ml 100 ml (konc.)
Tris-base 0,36 g 0,619 121g (0,1Mm)
L-glutathione reduced 0,39 0,59 1lg (1% wiv)
MgCl,.6H,0 60 mg 100 mg 200 mg (10 mM)
Gprava pH pomoci HCI pH = 8,0 £pd pridanim sachardzy)
2-mercaptoethanol 34 50 ul 100 pl (0,1% v/v)
sucrose 159 2509 59 (5% wiv)

Nelze dlouhodabuchovavat, kratkodebv lednici

Izolaéni pufr ,Luzula“ (podle isozymové laborate BU AVCR, Prihonice)

30 ml 50 ml 100 ml (konc.)
Tris base 0,27 g 0,45¢ 0,91¢ (75mM)
ascorbic acid 15 mg 25 mg 50 mg (3 mM)
1,4-Dithioerythritol (DTE) 36 mg 60 mg 120 mg Y
Gprava pH pomoci PO, pH = 7,5 (p‘ed piidanim PVP!)
2-mercaptoethanol 3d 50l 100ul (0,1% v/iv)
PVP 129 29 49 (4% wiv)

Nelze dlouhodabuchovavat, kratkodetv lednici

Izolaéni pufr Soltis 1983 (varianta c)

30 ml 50 ml 100 ml (konc.)
Tris-base 0,36 g 0,61¢ 121¢g (0,1M)
MgCl,.6H,0O 61mg 101,7 mg 203,3 mg (10 mM)
KCI 22,4 mg 37,3 mg 74,6 mg (10 mMm)
NaEDTA 11,2 mg 18,6 mg 37,2 mg (2 mMm)
Uprava pH pomoci HCI pH = 7,5 fpd pidanim PVP!)
2-mercaptoethanol 3 50 ul 100 pl (0,1% v/v)
PVP40 129 29 49 (4% wiv)

Nelze dlouhodabuchovavat, kratkodebv lednici
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Roztoky a pufry

4b) Isozymy — elektroforéza

Tris-glycine (elektrodovy pufr)

11 31
Tris-base 250 7549
Glycine 18 g 549
dest. HO ~ 900 ml ~ 2700 ml
Gprava pH pomoci HCI pH=28,3
doplnit dest. HO do objemu 11 31

Redni do spodni vany elektroforéziris-glycine buffer 2400 ml + dest.,B® 1800 m

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 11,059 22,19 44,2 g
dest. HO ~23ml ~35ml ~ 80 ml ~170 ml
Gprava pH pomoci HCI pH=28,9
doplnit dest. HO do objemu 30 ml 50 ml 100 ml 200 ml
Pufr pro zaostrovaci gel — isozymy69mM Tris-HPOy, pH = 6,9)

30 ml 50 ml 100 ml 200 ml
Tris-base 0,25¢ 0,42 g 0,83 ¢ 1,66 g
dest. HO ~23ml ~35ml ~ 80 ml ~170 ml
Gprava pH pomoci PO, pH=6,9
doplnit dest. HO do objemu 30 ml 50 ml 100 ml 200 ml
Zasobni roztok akrylamidu

100 mi 200 ml

Acrylamide 40 g 80g¢
N,N'-Methylenebisacrylamide (BIS) 19 29
rozpustit v dest. O, doplnit do: 100 ml 200 ml

Pozor! Ol latky jsou velmi jedovate, pracujeme v plastiavikich a gi vazeni v rousce!
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Roztoky a pufry

4c) Isozymy — barveni

Tris-HCI pufry

0,1M Tris-HCI 0,05M Tris-HCI
100 ml 250 ml 500 ml 100 ml 250 ml 500 mi
Tris-base 121g 3,03¢g 6,06 g 06l1g 151g 8,03
dest. HO ~80ml ~220ml ~450ml  ~80 ml ~220 ml ~450 ml
Gprava pH pomoci HCI pH =8,4 pH = 8,5
doplnit dest. HO do objemu 100 ml 250 mlI 500 ml 100 ml 250 ml  rB00

Navod plati zasobni roztoky s nejvySSim pouZzivatynpufry stejnych koncentraci s niz§im
pH pfipravime z &chto zasobnich roztékipravou pH pomoci HCI.

Tris-Maleate (Tris-Maleic acid)
0,1M Tris-Maleate, pH = 5,5

0,2Wris-MaleatepH = 6,0

100 ml 200 ml 500 mi 100 ml 200 ml 500 ml
Tris-base 121g 242¢g 6,06 g 2429 4849 18,12
Maleic acid 1,16g 2,32g 58009 2329 4,649 6131
dest. HO ~80ml ~180ml ~450ml  ~80 ml ~180 ml ~450 ml
Gprava pH pomoci NaOH pH=5,5 pH=6,0
doplnit dest. HO do objemu 100 mlI 200 ml 500 ml 100 ml 200 ml  rB0O
Esterasovy pufr(Esterases buffer, pH = 6,45)
100ml 200 ml 500 ml  (konc.)
NaH,PQO, . 2 H,O 156g 3,12¢g 7,80 ¢ (0,1Mm)
NaHPQO, . 12 HO 0,72g 1,43¢g 3,59g (0,02M)
dest. HO ~80 ml ~180 ml ~ 450 ml
Gprava pH pomoci NaOH pH = 6,45
doplnit dest. HO do objemu 100 ml 200 ml 500 mi
Potassium phosphate buffer
a) zasobni 0,1M ¥HPO, c) smichani z&s. roztink
100ml 250 ml 500 ml pH PO, KHPO
K HPO, (bezv.) 1,749 4,35¢g 8,71¢ 5,8 8,5ml  91,5ml
dest. HO ~80ml ~220ml ~450ml 6,0 132ml 86,8 ml
doplnit dest. HO do objemu  100ml 250mlI 500ml 6,2 19.2ml 80,8 ml
6,4 278ml 722ml
b) zasobni 0,1M KKPO, 6,5 32,95ml 67,05 ml
100 ml 250ml  500mlI 6,6 381ml 61,9ml
KH,PO, (bezv.) 1,36g 340g9 6,80g 6,8 49,7ml 50,3ml
dest. HO ~80ml ~220ml ~450ml 7,0 61,5ml 385ml
doplnit dest. HO do objemu  100ml 250mlI 500ml 7,2 71, 7ml 28,3 ml
74 80,2ml 19,8 mi
roztok o finalni koncentraci 0,05Mipravime na@ed’nim 76 86,6ml 13,4ml
hotového 0,1M roztoku daného pH, upravime pH pomoci 7,8 90,8 ml 9,2 ml
KoHPG, (zvySeni) nebo KoPO, (snizen 8,C 94 m| 6 ml
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