UVOD

Tento ucebni text je uren poslucha¢lim Veterindrni a farmaceutické univerzity v Brné,
ktefi si zapsali cviCeni ,Biotechnologie 1€Civ¢ nebo cviceni ,Specidlni praktikum
z farmakogenomiky*, pfipadn€¢ seminaf ,,Metody molekularni biologie® a vSem ostatnim
studentiim, ktefi maji zdjem se sezndmit s praktickymi aplikacemi biotechnologii ve
farmaceutickych oborech. Skripta budou vyuzita také pfi vypracovani diplomovych praci na
ustavech Farmaceutické fakulty Veterindrni a farmaceutické univerzity Brno.

Cilem skript je poskytnout ndvody k vybranym praktickym aplikacim a metoddm
uZivanym v zdkladnim i aplikovaném vyzkumu pii vyvoji molekuldrnich diagnostickych metod
a vyrob¢ biotechnologickych preparatd.

Jelikoz se jednd o ndvody, ke konkrétnim tlohdm, které budou studenti provadét ptimo
v ramci praktickych cviceni, je text, kromé v literature obvykle poddvanych informaci, doplnén
i fadou praktickych pozndmek blize osvétlujicich provedeni jednotlivych ¢4sti tlohy.

Na druhé stran¢ je vSak fada krokli v pracovnich postupech formulovéna tak, aby navod
vedl studenty k jejich promysleni a dopracovani. Je proto nutné text v rdmci piipravy dikladné
prostudovat, vyhledat pfislusné veli¢iny pro vypocet dopliikkovych piikladli a podrobné
promyslet jednotlivé kroky navodu.

Pro tspé$né zvladnuti jak teoretickych zdkladd, tak i praktického provedeni metody je
nutné vzdy prostudovat vSechny pasdaze pfisluSejici k dané dloze. Nezbytnou podminkou je
také ucast na piislusnych prednéaskach z ,,Biotechnologie 1éCiv* a ,,Farmakogenomiky* nebo na
seminafi ,,Metody molekuldrni biologie®. Co se ty¢e znalosti a dovednosti poZadovanych pro
provedeni té které metody, jsou dosavadni laboratorni ndvyky studentt postacujici. Pokud jsou
v metod¢ pouzivany specidlni piistroje (napiiklad termocykler), budou studentim nezbytné
kroky pro jejich ovladani vysvétleny pfimo v laboratofi.

Metody uvedené ve skriptu jsou voleny a upraveny tak, aby jejich rozhodujici ¢ast bylo
mozné zvladnout vramci tfi vyucovacich hodin. Proto jsou nékteré kroky oproti bézné
pouzivanym postuptim pii védecko-vyzkumné prici zjednoduseny a zkraceny.
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Informacni panel A — Tabulka standardniho genetického kodu

kodony
prvni druhy nukleotid tetd
nukleotid nukleotid
U C A G

Phe (F) Ser$) | Tyr(v) | Cys(© U

U Phe (F) Ser$) | Tyr(v) | Cys©
Lea | Ser®) | terminace | €M A

nebo SeCys

Leu(L) | Ser(S) | terminace | Trp (W) G
LeuL) | Pro® | His(H) | Arg(®) U
C Leu(L) | Pro® | His(H) | Arg(R) C
Leu) | Pro® | Gn(@Q | Arg®) A
LeuL) | Pro® | Ghn(@Q | Arg®) G
Tle (I) Thr(T) | AnsN) | Ser(S) U
A Tle (1) Thr(T) | Asn(N) | Ser(S) C
Tle (I) Thr(T) | Lys(K) | Arg®) A
hﬁtcf;cbeo The(T) | Lys(K) Arg (R) G
val(v) | Ala@) | Asp® | Gly©) U
G val(y) | Ala@a) | Asp® | Gly©) C
val(y) | Alm@) | Gn@® | Gly© A
val(y) | Ala@) | cu@® | Gly© G

Tucné jsou vyznaceny kodonové rodiny




Informac¢ni panel B — Zakladni data o nukleovych kyselinach a proteinech

Podet &astic v jednom molu = 6,023 x 10>
Priimérnd molekulovd hmotnost paru bazi v DNA = 650
Primérnd molekulovd hmotnost bazi v RNA = 360
Primérnd molekulovd hmotnost aminokyseliny = 110
Pro dsDNA kdyZ Azsp= 1,0 v 1 cm kyveté, pak koncentrace dsSDNA = 50 pg/ml = 0,15 mM
Pro ssDNA kdyZ Aep= 1,0 v 1 cm kyveté, pak koncentrace ssDNA = 33 pg/ml = 0,10 mM
Pro ssRNA kdyZz Ayso= 1,0 v 1 cm kyveté, pak koncentrace sSRNA =40 ug/ml = 0,11 mM
Molekulova hmotnost dsDNA = (pocet bp) x 650
Pocet molt koncti dsDNA =2 x (hmotnost DNA v gramech) / (molekulovd hmotnost)
Pocet molt konctll vytvofenych restrikénim Sté€peni

a) kruZznicovd DNA =2 x (moly DNA) x (pocet Stépnych mist)

b) linedarni DNA =2 x (moly DNA) x (pocet §t€pnych mist) + 2 x (moly DNA)
1png DNA o délce 1 000 bp = 1,5 pmol = 9,1 x 10" molekul
1pg DNA plasmidu pUC18/19 (délka 2 686 bp) = 0,57 pmol = 3,4 x 10'' molekul
1png DNA plasmidu pBR322 (délka 4 361 bp) = 0,35 pmol = 2,1 x 10" molekul
1ng DNA faga M13mp18/19 (délka 7 249 bp) = 0,21 pmol = 1,3 x 10" molekul
Iug DNA féga A (délka 48 502 bp) = 0,03 pmol = 1,8 x 10" molekul
1 pmol DNA o délce 1 000 bp = 0,66 pg
1 pmol DNA plasmidu pUC18/19 (délka 2 686 bp) = 1,77 ug
1 pmol DNA plasmidu pBR322 (délka 4 361 bp) = 2,88 pg
1 pmol DNA faga M13mp18/19 (délka 7 249 bp) = 4,78 ng
1 pmol DNA féga A (délka 48 502 bp) = 32,01 pg
DNA o délce 1,0 kb ma kdédovaci kapacitu 333 aminokyselin = protein o M = 37 000
Protein o M = 10 000 mtiZe byt kédovan DNA o velikosti 270 bp

Protein o M = 50 000 mtize byt kédovan DNA o velikosti 1,55 kb




Izolace genomové DNA z krve
(cviceni ¢. 1)

Uvodni slovo

Metody izolace DNA sestdvaji obecné ze ti{ zdkladnich kroki:

1) Odbourani buné¢né stény a membrany, neboli lyze bunék

2) Oddéleni DNA od ostatnich nizko a vysokomolekularnich struktur

3) Uprava vzorku a jeho uchovani

Pti izolaci DNA ze zivociSnych bunék odpaddva odbourdvani bunééné stény, coz je
bunénych stén a membrdn vSak musi byt provedeno Setrné¢ tak, aby dochdzelo k co
nejmensimu poskozeni nukleovych kyselin. Klyzi bun&k lidské krve postacuje piisobeni
detergentti, z nichZ nejCastéji se pouziva dodecylsulfat sodny (SDS).

Odstranéni proteinii se provadi piisobenim protedz, v nékterych laboratofich jesté dnes
jiz ponékud zastaralé metody vytfepavani ve smési fenolu, chloroformu a izoamylalkoholu.
Ribonukleové kyseliny, které se v ethanolu nebo izopropanolu srdzeji spolu s DNA, Ize
odstranit pisobenim enzymu RNdzy. Je mozné téz pouzit diferencidlni precipitace v chloridu
litném. Dodate¢nd purifikace mlize zahrnovat déleni nukleovych kyselin na hydroxyapatitu
nebo usazovani jejich v gradientu chloridu cesného. Moderni metody purifikace DNA zahrnuji
pouZiti rtiznych sorbentnich materidld, které vazi makromolekuly s riiznou afinitou. Tyto
techniky jsou pak uzivany ve vétSin€ dostupnych komercnich souprav.

Ke kriatkodobému uchovani izolované DNA postacuji teploty 4-8 °C, po dobu nékolika
mésici je mozné DNA skladovat pii -20 °C, k dlouhodobému uchovavani se doporucuje
teplota -80 °C. Jako skladovaci médium slouZi voda, TE pufr nebo miZe byt DNA uchovavana
po vysrdzeni v 70% ethanolu.

Komer¢ni souprava spolecnosti QIAGEN (QiaQuick Blood DNA Isolation Kit), kterd
bude pouzita v tomto cvieni, je urCena pro izolaci DNA z rGznych télnich tekutin. Je zaloZena
na principu vysoce u¢inné lyze proteazou, sarkosylem a chaotropnimi ionty. Uvolnéna DNA je
poté vazana na sorbentni materidl, ze kterého je po procisténi uvolnéna pisobenim roztokem
s vysokou iontovou silou. Soupravou je mozno z 200 pl plné krve ziskat 3-12 ug DNA. Spolu
s DNA je soucasné¢ izolovana i RNA. Ta mlze interferovat v nékterych naslednych reakcich,
ale neni tomu tak pfi polymerazové fetézové reakci (PCR). Je-1i pro dalSi zpracovani izolatu
nutné odstranit RNA, je to moZné provést ptisobenim RNdazy A, kterd je soucasti vySe uvedené
soupravy.

Cil cviceni
Izolovat chromosomalni DNA ze vzorku lidské krve.

Seznam pfistroju

vodni lazen nebo suchy blok

trepaCka Vortex

centrifuga na 1,5ml mikrozkumavky s otackami do 14 000 rpm (20 000 g)
pikofuga na 1,5ml mikrozkumavky s otd¢kami do 6 000 rpm

sada pipet o objemech 20, 200 a 500 pl

kuchynské minutky



Vlastni pracovni postup

Odbér krve

Krev musi byt odebrdna do média, které obsahuje protisrazlivé latky, napf. citronan

sodny nebo EDTA. Neni moZné pouZit heparin, ktery inhibuje PCR !

Nez za¢nete izolaci

nastavte teplotu ve vodni 1dzni nebo suchém bloku na 56 °C,

vzorky krve temperujte na laboratorni teplotu (15 az 25 °C), pfi které probiha izolace,
otevrete krabicku s komer¢ni soupravou a zkontrolujte neporusenost lahvicek
vytemperujte pufr AE na laboratorni teplotu,

piipravte pufry AWI1, AW2 a Protedzu podle instrukci uvedenych na pfislusSnych
lahvickéch,

e zkontrolujte pufr AL, pfipadnou srazeninu rozpust'te pii 56 °C.

Bezpecnostni opatieni!

® po celou dobu izolace méjte nasazené jednordzové plastové rukavice, protoze pracujete
s potencidln¢ infekénim materidlem,

¢ dodrzujte pravidla bezpec€nosti prace piedepsand pro laboratof,

e jakékoli zranéni hlaste vedoucimu cviceni.

Vlastni izolace

)
2)
3)
4)
5)
6)

7

8)

9)

Na dno 1,5 ml mikrozkumavky napipetujte 20 ul QIAGEN Protedzy.

Pfidejte 200 ul plné krve, plasmy, séra nebo jiné t&Ini tekutiny nebo asi 5 x 10° lymfocytd.
Pokud je treba odstranit RNA, pridejte 4 ul roztoku ,,RNase A stock solution
(Koncentrace 100 mg/ml).

Ptidejte 200 pl pufru AL a dobie promichejte vortexovanim po dobu 15 s. Vyslednd smés
musi byt homogenni, aby byla zajiSténa dostatecna lyze bun€k ve vzorku.

Inkubujte homogenat pii 56 °C po dobu 10 min. V tomto kroku dochdzi k dokonalému
rozloZeni vSech bunécnych struktur ve vzorku.

Zkumavku kratce centrifugujte na pikofuze, aby doslo k sedimentaci na vi¢ku sraZenych
vodnich kapek. Mohly by zptlisobit kontaminaci vzorku pfi otevirdni zkumavky.

Ke vzorku ptidejte 200 pl ethanolu (96 - 100%) a dobie promichejte vortexovanim po dobu
15 s. Poté opét smés kratce centrifugujte na pikofuze, aby doslo k sedimentaci tekutiny
usazené na vicku. Po pfidani ethanolu dochazi k vysrazeni nukleovych kyselin.

Pteneste smés na kolonku ,,QIAamp Spin Column®, kterd obsahuje sorbentni materidl pro
zachyceni vysrdzené DNA. Kolonka je opatfena 2,0 ml sbérnou zkumavkou. Davejte pozor,
abyste se rukavicemi, Spickou pipety nebo jinak nedotkli okraje kolonky, mohli byste si
zkontaminovat vzorek. Uzaviete kolonku vickem a centrifugujte pii 6 000 g (asi 8 000 rpm)
po dobu 1 minuty. Pfi centrifugaci musi byt kolonka uzaviena vi€¢kem pro zabranéni vzniku
aerosolu.

Po centrifugaci odstrante zkumavku s filtritem a pfeneste kolonku do nové cisté 2,0ml
zkumavky.

10) Opatrné oteviete kolonku a napipetujte 500 ul pufru AW1 aniZz byste se dotkli okraje

kolonky. Uzaviete kolonku vickem a centrifugujte pii 6 000 g (asi 8 000 rpm) po dobu
1 min. Pufr AW1 obsahuje ethanol, ktery zabrani uvolnéni vysraZzené DNA z filtru, ostatni
piimési jsou pufrem AW1 z filtru vymyvany.

11) Po centrifugaci odstraiite zkumavku s filtritem a pfeneste kolonku do nové cisté 2,0 ml

zkumavky.



12) Opatrné oteviete kolonku a napipetujte 500 pl pufru AW2 aniz byste se dotkli okraje
kolonky. Uzaviete kolonku vickem a centrifugujte pii maximalnich otdckach (20 000 g, asi
14 000 rpm) po dobu 3 min. Pufr AW2 obsahuje podobné jako pufr AW1 ethanol, ktery
zabrani uvolnéni vysrdZené DNA z filtru, ostatni pifimési jsou pufrem AW2 z filtru
vymyvany.

13) Po centrifugaci odstraiite zkumavku s filtrditem a pteneste kolonku do dal§i nové cisté
2,0 ml zkumavky a jeSté jedenkrat centrifugujte pfi maximalnich otackach (20 000 g, asi
14 000rpm) po dobu 1 min. Centrifugaci dojde k vysuSeni kolonky a k dokonalému
odstranéni pufru AW?2, jehoz zbytky by mohly v nasledujicim kroku kontaminovat izolat
DNA a poté interferovat pfi naslednych manipulacich s DNA.

14) Po centrifugaci odstrante zkumavku s filtritem a kolonku umistéte do nové cCisté 1,5 ml
mikrozkumavky.

15) Opatrné oteviete kolonku a napipetujte 200 pl elucniho pufru AE, inkubujte pii laboratorni
teploté¢ po dobu 1 min. a poté centrifugujte pii 6 000 g (asi 8 000 rpm) po dobu 1 min.
V tomto kroku dojde k uvolnéni DNA z filtru, a ta se objevi v roztoku na dné¢ zkumavky.
Odstrante kolonku, uzaviete 1,5ml mikrozkumavku a popiste ji, obsahuje vami izolovanou
DNA.

16) Uskladnéte 1zolovanou DNA pii -20 °C. Jeji koncentraci je mozné zméfit na
spektrofotometru a opticky zkontrolovat elektroforézou v agar6zovém gelu. Poté miiZze byt
pouzita k dalSim manipulacim, napiiklad k provedeni PCR.

Dalsi informace k této problematice najdete v

Marmur 1961: A procedure for isolation of DNA from microorganisms. Journal of Molecular
Biology 3, 208-218.
Jednd se o prvni Clanek, ve kterém jsou popsdny zéakladni principy izolace DNA.

Sambrook J. a Russell D. 2001: Molecular cloning. A laboratory Manual. Cold Spring Harbor
Laboratory Press
Jednad se o laboratorni manual, ve kterém jsou popsdny zakladni metody molekularni biologie.



Kontrolni otazky a priklady

1) Jestlize v jednom mililitru lidské krve je obsaZeno pfiblizn€ 4 az 10 milionti leukocytd, kolik
ug DNA je mozno maximdlné izolovat z 200 ul plné krve? Pfitom jeden leukocyt obsahuje
DNA o celkové délce 3,2 miliardy bp, a Ze primérnd molekulovd hmotnost jednoho bp je
650.

2) Jakou hmotnost mé lidsky chromozém €. 3, u néhoz bylo zjisténo celkem 206,7 milionu part
nukleotid?

3) Kolik molekul lidského chromozomu €. 1 by bylo obsazeno v 1 ug DNA? Délka tohoto
nejvétsiho lidského chromozdému je ptitom ptibliZzn€ 223,7 milionu part nukleotida.

4) Jak dlouhy je v linearnim stavu lidsky chromozém €. 1? Pfipomenme si, Ze vzdalenost mezi
dvéma pary bazi je 0,34 nm.



Izolace genomové DNA z rostlinnych bunék
(cviceni ¢. 2)

Uvodni slovo

Pti izolaci DNA z rostlinnych bunék je zapotiebi kompletni a rychlé rozbiti vychoziho
materidlu. To zajisti vysoké vyt€zZky DNA a jeji degradaci piisobenim vnitrobunécnych
nukledz. K izolaci DNA je mozZno pouzit jakykoli rostlinny materidl, nejvhodnéjsi jsou vSak
mekké tkan€, zejména rychle rostouci klicky rostlin, které obsahuji velké mnozstvi genetického
materidlu, maji mén¢ polysacharida a polyfenoli a buiiky maji tenké bunécné stény.

Rozbiti bunécné stény rostlinnych bunck se provadi zpravidla mechanicky tfenim tkédné
v tfeci misce s pifidavkem cCistého moiského pisku, pouzitim riznych typi homogenizatori
nebo plsobenim ndrazi pfi protfepavani tkdné se sklenénymi kulickami (doporu¢eny pramér
kulicek je 5 mm). Existuji také metody pti kterych je bunécnd sténa rozrusena piisobenim
celulolytickych enzymu.

Mechanickou homogenizaci rostlinné tkané¢ je mozné provést bud'to v Cerstvém stavu
nebo po jejim zmrazeni v tekutém dusiku. Po homogenizaci je materidl zpracovan enzymy
nebo chemikéliemi podobné jak je to uvedeno v ndvodu ke cviceni €. 1.

Komer¢ni souprava spolecnosti QIAGEN (DNeasy Plant Mini Kit), kterd bude pouZzita
v tomto cviceni, je ur¢ena pro izolaci DNA ze vSech typl rostlinnych tkdni véetné tvrdych
semen a pro izolaci DNA z hub. UmoZnuje izolaci az ze 20 mg suchého materidlu nebo 100 mg
cerstvych tkaniv. Uvolnénd genomovd, mitochondriovd a chloroplastovda DNA je védzéana na
sorbentni materidl, ze kterého je po procisténi uvolnéna piisobenim roztoku s nizkym obsahem
soli nebo vodou. Izolovand DNA je fragmentovana na tseky o velikosti az 40 kbp, pievdzné
ale na fragmenty o velikosti 20-25 kbp. Maximdlni mnoZstvi DNA, kterou lze timto zpiisobem
izolovat je 50 pg. Sorbentni materidl zajiStuje kompletni odstranéni vSech inhibitord PCR a
jinych enzymatickych reakci. DNA je pouZitelnd pro PCR, RAPD, AFLP, RFLP, blotting,
analyzu mikrosatelitni DNA, SNA-genotypizaci, real-time PCR.

Cil cviceni
Izolovat celkovou DNA ze vzorku tkané bramboru Solanum tuberosum.

Seznam pfistrojt
¢ nddoba s tekutym dusikem
analytické vahy s pfesnosti na mg
treci miska s tlouckem
vodni l4dzen nebo suchy blok
nddoba s ledem
trepacka Vortex
centrifuga na 1,5ml mikrozkumavky s otd€kami do 14 000 rpm (20 000 g)
pikofuga na 1,5ml mikrozkumavky s otd¢kami do 6 000 rpm
sada pipet o objemech 20, 200 a 500 pul
kuchynské minutky
referencni mikrozkumavka — zkumavka s vyzna¢enymi objemy
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Vlastni pracovni postup

Nez za¢nete izolaci

nastavte teplotu ve vodni 14zni nebo suchém bloku na 65 °C,

otevrete krabicku s komer¢ni soupravou a zkontrolujte neporusenost lahvicek,
vytemperujte pufr AE na laboratorni teplotu,

pufry AW a AP3/E jsou dodavany jako koncentraty. Pfed prvnim pouZzitim k nim
piidejte ethanol (96%) v mnozstvi pfedepsaném vyrobcem,

e zkontrolujte pufry APl a AP3/E (pfed pfidinim ethanolu), pfipadnou sraZeninu
rozpustte pii 65 °C. Po pfiddni ethanolu uz neni mozno pufr AP3/E zahiivat !

Piiprava rostlinného materialu

o4

¢ Pokud mate jako vychozi materidl Cerstvé listy, pak je nastithejte na co nejjemné;si
¢asti a navazte 100 mg do tfeci misky

¢ Pokud jsou vychozim materidlem pro izolaci bramborové hlizy, resp. klicky z hliz, pak
skalpelem nafeZte a navazte 100 mg materidlu do tfeci misky

e V piipad¢ suchého materidlu navazte pouze 20 mg vzorku

Pokud odeberete vétSi mnozstvi materidlu, nebude lyze ucinnad a vytézek DNA bude oproti
vaSemu ocekavani niz8i. MenS$i odebrané mnoZzstvi znamend, Ze kapacita sorbentniho materidlu
nebude vyuZita. Odebrany materidl miZete zmrazit v tekutém dusiku a skladovat pii -80 °C.
Podobné je moZzno pii této teploté skladovat i vzorky rostlinného materidlu v suchém stavu.
Pokud chcete vzorky uchovavat pii laboratorni teploté 15-25 °C, pak musi byt do 24 hodin po
odebrani lyofilizovany.

Bezpecnostni opati‘eni!

e pozor na tekuty dusik, jeho teplota je -195,8 °C! Pfi manipulaci s nim pouZijte
ochranné rukavice,

® po celou dobu izolace méjte nasazené jednordzové plastové rukavice, nukledzy z vasich
rukou by mohly znicit izolovanou DNA,

¢ dodrzujte pravidla bezpec€nosti prace piedepsand pro laboratof,

¢ jakékoli zranéni hlaste vedoucimu cviceni.

Vlastni izolace

1)
2)

3)

4)

5)

6)

7

Rozdrt'te rostlinnou tkdi v tekutém dusiku za pouZiti tfeci misky s tlou¢kem.

Pfeneste homogenizovanou tkan do 1,5ml mikrozkumavky a nechejte tekuty dusik odpafit.
Diive nez se tkan rozpusti prejdéte rychle k dalsSimu kroku.

K homogenatu nepipetujte 400 ul pufru AP1 (obsahuje detergenty) a 4 ul roztoku RNazy A
(100 mg/ml).

Intenzivné vortexujte. Ve zkumavce nesmite vidét Zadné shluky bunék, ty by v dalSich
krocich nebylo mozno dobte zlyzovat v disledku ¢ehoZz byste ziskali mensi mnozstvi DNA.
Shluky bun¢k mizZete rozbit také opakovanym protahovanim suspenze Spickou pipety.
Inkubujte smés v suchém bloku pii teplot€¢ 65 °C po dobu 10 min. Béhem inkubace 2-3x
promichejte pfevracenim zkumavky. V tomto kroku dojde ke kompletni lyzi bun¢k.

Jestlize asi po 10 minutdch inkubace nedoSlo ke kompletni lyzi, centrifugujte lyzat pii
20000 g po dobu 5min. a lyzdt ve formé supernatantu pieneste do nové 1,5ml
mikrozkumavky.

Pridejte 130 pl pufru AP2, promichejte nékolikerym pfevricenim zkumavky a inkubujte
5 min. na ledu. V tomto kroku dojde k vysrdZeni detergentu, proteinl a polysacharidi.
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8) Centrifugujte lyzat pii 20 000 g po dobu 5 min. Nékteré druhy rostlinného materidlu tvoii
velmi viskézni lyzdty a velkd mnozstvi precipititu. To méd za ndsledek ldméani DNA
v dalSich krocich. Proto je vhodné odstranit srazeninu centrifugaci.

9) Aplikujte lyzat na kolonku QIAshredder Mini Spin Column (ma fialovou barvu) a
centrifugujte pii 20 000 g po dobu 2 min. Na kolonce dojde k zachyceni vétSiny precipitatu
a bunécnych zbytka. Malé mnoZstvi ale mtize protéct do jimaci zkumavky, kde se usadi ve
formé peletu na dn€. Nezvifte tuto usazeninu béhem nésledujiciho kroku.

10) Pfeneste najimanou frakci do nové 1,5ml mikrozkumavky, aniZz byste zvifili usazeninu.
Zpravidla je moZno odebrat 450 ul lyzdtu, objem zméfte pomoci referencni
mikrozkumavky.

11)Podle zméfeného mnoZstvi odebraného lyzatu pridejte 1,5 objemu pufru AP3/E a
promichejte pipetovanim. Napiiklad ke 450 pul odebraného lyzatu piidejte 675 pl pufru
AP3/E. V tomto kroku dochdzi pisobenim ethanolu k vysrdZeni nukleovych kyselin. Po
smichdni miiZe dojit ke vzniku sraZeniny, kterd ale neovlivni dal§i purifikacni kroky.

12) Pieneste 650 pl smési z kroku 11) véetné piipadné srazeniny do kolonky DNeasy Mini Spin
Column. Centrifugujte pfi vice nez 6 000 g po dobu 1 min. a odstraiite proteklou fézi.
Jimaci zkumavku pouzijte v dalSim kroku. V tomto kroku se DNA navédze na membrinu
v kolonce.

13) Opakujte krok 12) se zbytkem lyzatu.

14) Umistéte kolonku DNeasy Mini Spin Column do nové jimaci mikrozkumavky.

15) Do kolonky nalijte 500 pl pufru AW, centrifugujte pii vice neZ 6 000 g po dobu 1 min. a
odstranite proteklou fazi. Jimaci zkumavku pouZijte v dalSim kroku.

16) Do kolonky nalijte 500 pl pufru AW, centrifugujte pii 20 000 g po dobu 2 min. Odstraite
proteklou fazi i jimaci zkumavku. V tomto kroku dojde k vysuSeni membrany v kolonce.
VysuSeni membrany je nezbytné proto, aby byl odstranén zbyly ethanol, ktery by
interferoval s naslednymi reakcemi.

17) Umistéte kolonku DNeasy Mini Spin Column do nové jimaci 1,5ml mikrozkumavky.

18) Do kolonky napipetujte 100 pl pufru AE, pipetujte pfimo na membrénu.

19) Inkubujte pfi laboratorni teploté (15-25°C) po dobu 5 min. Tim dojde k nasyceni
membrany a uvolnéni na ni navdzané DNA.

20) Eluujte DNA centrifugaci pfi vice nez 6 000 g po dobu 1 min. V tomto kroku dojde
k uvolnéni DNA z membrany. DNA se objevi vroztoku na dné¢ zkumavky. Odstraiite
kolonku, uzaviete 1,5ml mikrozkumavku a popiste ji, obsahuje vami izolovanou DNA.

21) Uskladnéte izolovanou DNA pfi -20 °C.

Dalsi informace k této problematice najdete v

QIAGEN 2004: DNeasy Plant Mini and DNeasy Plant Maxi Handbook. QIAGEN 01/2004.

Slater A., Scoty N. a Fowler M. 2003: Plant biotechnology. The genetic manipulation of
plants. Oxford University Press.
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Kontrolni otazky a priklady

1) Dopliite nésledujici tabulku tykajici se genomové DNA riiznych organismil

Organismus Velikost DNA Molarni Hmotnost 1 Pocet molekul
(bp) hmotnost molekuly vlig
Clovék 3,2x 10’
Drosophila 1,2 x 108
Saccharomyces 1,6 x 107
cerevisiae
Escherichia coli 4,0 x 10°
Bakteriofag A 48 514
Zea mays 39x10°
Poznamka

Molekulova hmotnost jednoho paru bazi M (1bp) = 660.

2) Genom buriky huseni¢ku, Arabidopsis thaliana, obsahuje v haploidni sadé 7,0 x 107 bazi.
Jakou hmotnost md genom 100 000 diploidnich bunék této rostliny ?

3) Jak dlouhy by byl chromozém, ktery by obsahoval veskerou genomovou DNA tabdku
(Nicotiana tabacum), ktera obsahuje 4,8 x 10° parti bazi? Pripomenime si, Ze vzdélenost
mezi dvéma pary bazi je 0,34 nm.
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Izolace plasmidové DNA

(cviceni ¢. 3)
Uvodni slovo

Plasmidy jsou extrachromosomadlni kruznicové molekuly dvouSroubovicové DNA o
velikostech 1 000 az 200 000 bp. Vyskytuji se témét ve vSech bakteridlnich rodech, jak
grampozitivnich tak gramnegativnich, v kvasinkach 1 u nékterych vysSich eukaryot. VétSinou
jsou ale schopny se replikovat pouze v tzce vymezeném okruhu hostitelskych bunék. Na rozdil
od chromozémii nesou pouze geny kddujici druhotné znaky, napf. rezistence k rtiznym
antibiotikiim, které bumnce pomdhaji preZit za nestandardnich podminek. Jiné geny kéduji
rezistenci k toxickym latkdm, produkci enterotoxind, kolicini, restriknich a modifikacnich
enzym, nebo schopnost degradovat komplexni organické slou¢eniny. Plasmidy Plazmidy se
replikuji nezdvisle na replikaci chromosomélni DNA. Jejich replika¢ni cyklus muzZe, ale
nemusi byt s replikaci bakteridlniho chromozému a s cyklem bunéfného déleni
synchronizovan. V takovém piipadé¢ mize pocet plasmidii v bunice dosdhnout az nékolika set
kopii. Tyto plasmidy jsou vhodné pro genové inzenyrstvi, protoZze mohou byt z bunék
izolovany ve velkych mnoZstvich.

VSechny plasmidy, v soucasné dobé pouzivané ke klonovani, jsou oproti pfirozenym
plasmidiim upravené. O tom, zdali je plasmid pro klonovani vhodny, rozhoduje piedevsim
velikost. Je-li plasmidplazmid maly, dokédze ucinné transformovat buiiku. Vedle toho musi byt
plasmid v bufice stabilni a vyskytovat se v buiice ve vysokém poctu kopii, coz umoziuje
dosdhnout dostatecné vysoky vytézek.

Komer¢né dostupné plasmidy pouZivané v genovém inZenyrstvi obsahuji tfi dalezité

sekvence:
a) Pocatek replikace, misto ori, ktery je podminkou produkce novych kopii. Kromé toho
vétSina modernich plasmidl (ty, které se v buiice vyskytuji v nizkém poctu kopii) nese také
lokus par, ktery zajistuje rozdéleni jednotlivych kopii plasmidu do dcefinnych bunék béhem
déleni.

b) Selekéni znak, ktery zajistuje zvyhodnény rast transformovanych bakterii. I za optimdalnich
podminek je totiz plasmid vnesen pouze do malé asti bunééné populace. Proto je tieba
vyvinout selekéni tlak pro podporu ristu téchto bun¢k. Pro tento ucel byva zpravidla pouZit
gen, jenZ se fenotypove projevuje jako dominantni rezistence k ur€itému antibiotiku. Nejcast&ji

se pouzivaji geny zodpoveédné za rezistenci k ampicilinu.

c¢) Klonovaci misto, umoznujici vlozit do plasmidu fragment cizorodé DNA. Klonovani misto
je usek DNA, umistény mimo ostatni diilezZité sekvence a obsahuje rozpoznavaci sekvenci pro
jednu nebo vice restrikénich endonukleaz (v tomto piipad€ se oznacuje jako ,,polylinker*). Tato
restrikéni mista jsou obsazena v plasmidu v jediném exemplafi, coZ zaruCuje moznost inzerce
dalsiho tseku DNA, aniZ by byl porusen néktery jiny usek diileZity pro replikaci plasmidu. V
soucasné dob¢ jsou polyklonovaci mista konstruovédna tak, aby byla zajiSténa dostate¢na
flexibilita pro klonovani rtznych fragmenti DNA. Navic byvaji v tésném sousedstvi
polyklonovacich mist vloZzeny sekvence pro analyzu spravnosti vloZenych fragmentd.

V zavislosti na pribchu izolace je moZno naizolovat rtizné formy plasmidové DNA:
V nativnim stavu v bufice se plasmid vyskytuje v nadSroubovicové formé& oznacované jako
CCC-forma (covalent closed circle). Pokud jsou vSechny izolované molekuly v CCC-formé,
pak byla izolace idedlni. Pokud dojde k pferuSeni jednoho fet€ézce DNA, pak se plasmid
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rozvine do podoby oteviené kruzZnice, tzv. OC-formy (open circle). Po pferuseni obou fetézct
vznikd linearizovand molekula plasmidové DNA, tzv. L-forma. Protoze se CCC-forma
plasmidu chova v elektrickém poli jako tyCka, putuje tato forma nejrychleji ze vSech
uvedenych. Pomaleji se pohybuje OC-forma a nejpomaleji forma linearizovand. V praxi
ziskdvame zpravidla pfi bezproblémovém prib&hu izolace plasmidové DNA nejvétsi podil
CCC-forem a malé mnozstvi L-forem. Formu OC a L je na elektroforetickém gelu nesnadné
rozlidit, pohybuji se podobnou rychlosti. Casto pozorujeme komplexy nadSoubovicovych
struktur a potom hovoifime o dimerech, tetrametrech atd. Ty se pochopitelné¢ pohybuji
v elektrickém poli pomaleji neZ vySe uvedené struktury. V izoldtech plasmidi se vyskytuji i
zbytky chromosomadlni DNA, kterd nebyla dostateCné odstranéna. Vyjimecné je mozné
pozorovat na gelu 1 denaturované molekuly plasmidové DNA. Ty se pohybuji jesté rychleji nez
CCC-formy. K denaturaci plasmidové DNA ale dochazi pouze v ptipad¢, Ze sloZeni izolacnich
roztokli nebylo sprdvné nastaveno, zejména pii pH lyza¢niho roztoku vysS$im neZz 12./45.
Denaturovand DNA je nevhodna pro dals{ préci.

Standardni postup izolace plasmidové DNA sestdva ze ¢tyt zdkladnich krok:

1) V prvnim jsou bakteridlni bunky homogenizovany a je odstranéna jejich bunéc¢nd sténa
pusobenim vhodnych enzymt, napiiklad lysozymu pro Escherichia coli, lysostaphinu pro
stafylokoky, apod. Vedle toho se pouZivd proteindza K, enzym, ktery rozkldda proteinovou
sloZku bun&cné stény.

2) Ve druhém kroku dojde k lyzi cytoplasmatické membrany plisobenim detergenti, zpravidla
dodecylsulfatu sodného a uvolnéni vnitintho obsahu buiikky do vysoce alkalického
prostredi. Alkalita roztoku, pH 12,45, zajisti denaturaci vSech nukleovych kyselin a
proteint.

3) Ve tietim kroku nasleduje prudké snizeni pH na hodnoty kolem 7,0. Dojde k vysrdzené
proteint a zbytkli bunéénych stén. Dlouhd vldkna chromosomalni DNA nestaci reasociovat
a stanou se soucasti této sraZzeniny. Naproti tomu malé molekuly plasmidové DNA
zustdvaji 1 pfi denaturaci v podminkdch pH = 12,45 vzdjemné propojeny a pii prudkém
sniZzeni pH znovu reasociuji za vzniku kompaktnich struktur.

4) V dal$im kroku nasleduje oddé€leni sraZzeniny od reasociovanych molekul plasmidové DNA
vysokoobratkovou centrifugaci. Plasmid je potom z vysledného roztoku purifikovdn na
chromatografické kolon¢ a vysraZen ethanolem.

Komer¢ni souprava spole€nosti EPPENDORF (FastPlasmid Mini Kit), kterd bude pouZita
v tomto cviCeni, je urena pro izolaci plasmidové DNA z 1,5 az 3,0 ml bunécné suspenze
bakterii Escherichia coli. V metodé jsou roztoky pouzivané ve vySe uvedenych krocich
jednotlivé spojeny do jednoho roztoku. Poté, co jsou bunky zlyzovany se plasmidy navazi na
pevnou fazi, ze které je purifikovand DNA po promyti izopropanolem eluovidna pufrem
s nizkou iontovou silou. Izolovanou DNA je mozné pouZit pro vSechny ndsledné metody

genového inZenyrstvi.
Cil cviceni
Izolovat plasmidovou DNA z bakteridlni suspenze Escherichia coli.

Seznam pfistroji
¢ nadoba s ledem
¢ tfepacka Vortex
¢ centrifuga na 1,5ml mikrozkumavky s otackami do 14 000 rpm (20 000 g)
¢ sada pipet o objemech 20, 200 a 500 pl
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Vlastni pracovni postup

Nez zacnete izolaci
e Pfed prvnim pouzitim nové soupravy piipravte promyvaci roztok pifidanim
izopropanolu do nddoby s nédpisem ,,Wash Buffer”, mnozstvi isopropanolu pftidejte
podle zadani vyrobce. Rddné protiepejte a oznaéte, Ze v nadobé uZ je izopropanol.
e vychladte ,,Complete Lysis Solution* na ledu. Pokud nebyl roztok skladovan v lednici
pii 4 °C, chlad’te po dobu alespoii 15 min.

Bezpecnostni opatieni!
® po celou dobu izolace méjte nasazené jednordzové plastové rukavice, nukledzy z vasich
rukou by mohly znicit izolovanou DNA,
¢ dodrzujte pravidla bezpec€nosti prace piedepsand pro laboratof,
¢ jakékoli zranéni hlaste vedoucimu cviceni.

Vlastni izolace

1) Napipetujte 1,5 ml cCerstvé narostlé bakteridlni kultury do 2,0ml mikrozkumavky a
centrifugujte bunky pii 6 000 g pfi laboratorni teploté po dobu 1 min.

2) Odstrante supernatant pipetou tak, abyste nezvifili sediment.

3) Osuste mikrozkumavku pomoci bunicité vaty.

4) Piidejte 400 pl na ledu vychlazeného ,,Complete Lysis Solution®.

5) Radné promichejte vortexovanim po dobu 30 sekund. Na konci vortexovani musi byt
vSechny bunky kompletné zlyzovany. Jakékoli nehomogenizované shluky bunék snizuji
vytézek plasmidové DNA, protoZze se k nim nedostanou vSechny chemikdlie a lyze je
neuplna.

6) Inkubujte lyzat pfi laboratorni teploté po dobu 3 min. Lyzat se projasni a bude neviskézni.

7) Piepipetujte nebo prelijte lyzat do kolonky s filtrem ,,Spin Column Assembly*.

8) Centrifugujte pfi 14 000g pfi laboratorni teploté po dobu 30 — 60 sekund.

9) Do kolonky ,,Spin Column Assembly* napipetujte 400 pl promyvaciho roztoku ,,Wash
Buffer®.

10) Centrifugujte pii 14 000 g pfi laboratorni teploté po dobu 30 — 60 sekund.

11) Se sbérné zkumavky vylijte proteklou tekutinu a vrat'te ,,Spin Column Assembly* zpét do
sbérné zkumavky.

12) Centrifugujte pti 14 000 g pfi laboratorni teploté po dobu 1 min. Dojde k dokonalému
vysuSeni kolonky ,,Spin Column Assembly*.

13) Pieneste kolonku do nové sbérné zkumavky.

14) Do stredu filtru v kolonce ,,Spin Column Assembly napipetujte 50 pl elu¢niho pufru
(,,Elution Buffer).

15) Centrifugujte pii 14 000 g pfi laboratorni teploté po dobu 30 — 60 sekund.

16) Odstrante kolonku, eluovand DNA je v roztoku.

17) Stanovte koncentraci DNA podle cviceni €. 3 nebo 4, proved'te elektroforézu podle cviceni
¢. 9, posud’te kvalitu izolované DNA. Uskladnéte DNA pfi -20 °C.

Dalsi informace k této problematice najdete v

EPPENDORYF: FastPlasmid Mini. Manual.
QIAGEN 2003: QIAprep Miniprep Handbook.
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Kontrolni otazky a priklady

1) Jak se muzete presvédcit o tom, kterd z forem plasmidu pozorovand na vasem izoldtu po
elektroforéze je L-forma ?

2) Na uvedeném elektroforetickém snimku vyznacte rizné formy plasmidu.

3) Co lze fici o pribéhu izolace plasmidové DNA, jestliZe je na elektroforetickém gelu vidét
pruh denaturované DNA ?
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Odhad koncentrace a Cistoty DNA na agar6zovém gelu
(cviceni ¢. 4)

Uvodni slovo

Ke stanoveni koncentrace nukleovych kyselin se pouzivaji dvé metody. Jednak je
mozné porovnat intenzitu zafeni vzorku DNA ,,obarvené* ethidiumbromidem (metodiku
barveni budete provadét ve cvieni €. 9) na agar6zovém gelu s intenzitou zareni DNA
nafedéného standardu. Toto stanoveni umoZznuje soucasné posoudit kvalitu izolované DNA, ale
je vyrazn¢ ovlivnéno subjektivni chybou experimentatora.

Molekuly ethidiumbromidu maji planarni strukturu, podobné jako baze v nukleovych
kyselindch. Proto se mohou interkalovat do mezimolekulovych prostori, které existuji mezi
sousedicimi bdzemi. Po ozafeni nukleovych kyselin s interkalovanym ethidiumbromidem
ultrafialovym svétlem (UV) o vinové délce 256, 302, 312 nebo 360 nm dochézi k excitaci
elektront ve struktufe ethidiumbromidu a pfechodu do vysSich energetickych hladin. Energie
se pak pienasi na atomy ve struktufe nukleové kyseliny a uvoliiuje se v podob¢ viditelného
zéateni o vlnové délce 590 nm (oranZové svétlo). Ethidiumbromid vmezefeny v DNA z4ii asi
80x intenzivnéji neZ ve volném stavu.

Ozateni nukleové kyseliny obarvené ethidiumbromidem se provadi v roztoku nebo v
agar6zovém gelu na zafizeni oznaCovaném jako ,.translumindtor®. Intenzita zafeni je zavisl4 na
mnozstvi interkalovaného ethidiumbromidu. MnoZstvi interkalovaného ethidiumbromidu zase
zavisi jednak na délce nukleotidového fetézce (k delSim molekuldm se navaZze vice
ethidiumbromidu) a na koncentraci nukleové kyseliny (¢im vySSi koncentrace nukleové
kyseliny, tim vice interkalovaného ethidiumbromidu). Proto je moZné pfi porovnani molekul o
stejné velikosti odhadnout jejich vzdjemnou koncentraci.

Pfi provedeni metody v agar6zovém gelu je moZzno kromé odhadu koncentrace provést i
kontrolu kvality izolované DNA, posoudit obsah RNA, zkontrolovat rizné formy DNA
v piipad¢ izolované plasmidové DNA apod.

NH,

N-: Br~
H,N g N CHLCH,

Strukturni vzorec ethidiumbromidu

Cil cviceni

Odhadnout koncentraci a posoudit Cistotu chromosomdlni a plasmidové DNA izolované ve
cvicenich €. 1,2 a 3.

Seznam pfistroju a standardu

translumindtor

sada pipet o objemech 10, 20 a 200 ul
hmotnostni standard faga A
hmotnostni standard plasmidu pUC18
hmotnostni standard plasmidu pCR2.1
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Vlastni pracovni postup

1) Pfipravte fedici fadu hmotnostniho standardu DNA faga A (zdsobni koncentrace 500 pg/ml)
tak, Ze jednotlivé hodnoty konecnych koncentraci budou 500 ng/ul, 250 ng/ul, 100 ng/pl,
50 ng/ul, 10 ng/pl a 1 ng/pl.

2) Podobné¢ nafed’te hmotnostni standardy plasmida pUC18 a pCR2.1.

3) Natfed'te vzorek vami pfipravené chromosomdlni nebo plasmidové DNA v TE pufru
v poméru 1:4, 1:9 a 1:99.

a) Odhad koncentrace kapkovou metodou

4) Nakapejte 5 pl kazdého hmotnostniho standardu ve formé kapicek vedle sebe na parafilm a
smichejte s 1ul roztoku ethidiumbromidu (zasobni koncentrace 0,15 pg/ml).

5) Stejné nakapejte kapicky vami piipravenych fedéni chromosomalni nebo plasmidové DNA.

6) Vlozte parafilm s kapickami na transluminétor a vyfotografujte zéfici body.

7) Srovnanim intenzit zafeni v jednotlivych kapi¢kiach odhadnéte nejvice shodné intenzity
v fad¢ standardu a vasi DNA.

8) Stanovte koncentraci DNA ve vychozim vzorku (nefedéném TE pufrem).

9) Porovnejte hodnotu s koncentraci stanovenou spektrofotometricky (viz cviceni €. 5)

b) Odhad koncentrace v agarozovém gelu

4) Pripravte agardzovy gel o koncentraci 0,8 % podle ndvodu uvedeném ve cviceni €. 10.

5) Smichejte 5 pl kazdého hmotnostniho standardu a nafedéného vzorku s 1 pl nanasSeciho
pufru (6 x GLB).

6) Naneste smési do komtirek pod hladinu elektroforetického pufru.

7) Proved'te elektroforézu pti 10 V/cm gelu po dobu 30 min.

8) Vyfotografujte vysledny elektroforeticky gel.

9) Srovnejte intenzity zafeni v jednotlivych komirkach, odhadnéte nejvice shodné intenzity
v fadé€ standardu a vaSi DNA.

10) Stanovte koncentraci DNA ve vychozim vzorku (nefedéném TE pufrem).

11) Odhadnéte kvalitu izolované chromosomdlni DNA, obsah RNA a popiste formy plasmidu.

12) Porovnejte hodnotu s koncentraci stanovenou spektrofotometricky (viz cvieni €. 5)

Dalsi informace k této problematice najdete v

Sambrook J. a Russell D. 2001: Molecular cloning. A laboratory Manual. Cold Spring Harbor
Laboratory Press
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Kontrolni otazky a priklady

1) Jakd byla plivodni koncentrace DNA ve vzorku, jestlize po jeho nafedéni v TE pufru
v poméru 1:9 vykazoval stejnou intenzitu zafeni jako vzorek standardu o koncentraci
25 ng/ul ? Jak vzorku, tak standardu jste nanesli na gel 5 pl.

2) Jak natedite vzorek DNA o koncentraci 600 pg/ml tak, aby pii naneseni 10 pl na gel
intenzita jeho zafeni odpovidala 5 pl standardu o koncentraci 100 ng/ul ?

3) Kolik molekul plasmidové DNA o velikosti 2 500 bp obsahuje 50 pl roztoku o koncentraci
100 ng/pl ?
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Poznamky
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Stanoveni koncentrace a ¢istoty DNA spektrofotometricky
(cviceni ¢. 5)

Uvodni slovo

Rychlou a jednoduchou metodu stanoveni koncentrace nukleovych kyselin predstavuje
prométeni spektra v rozsahu 230 az 320 nm. Baze v nukleovych kyselindch maji absorpcni
maximum pii 260 nm. Obecné plati, Ze pokud je hodnota absorbance A v 1 cm kyvet€ rovna
1,0, je koncentrace dvoufetézcové DNA v kyveté 50 pg/ml. Pro jednofetézcovou DNA a RNA
plati hodnota 38 ug/ml. Cistota DNA je nejcastéji odhadovana na zdklad€ poméru absorbanci
pfi riznych vinovych délkach. Pro ¢istou DNA plati pomér:

Aseo/Ango = 1,80

nez 1,80, pak je vzorek DNA kontaminovén proteiny nebo RNA.
Cil cviceni
Stanovit koncentraci a posoudit Cistotu chromosomélni DNA izolované ve cviceni €. 1.

Seznam pfistroju

e UV-VIS spektrofotometr
¢ sada pipet o objemech 20, 200 a 500 pl

Vlastni pracovni postup

1) Zapnéte spektrofotometr.

2) Do kyvety napipetujte 100 pl roztoku AE (elucni pufr ze cvi€eni €. 1) a proved’te nastaveni
nulového pozadi (tzv. blank).

3) DNA izolovanou ve cviceni €. 1 nafed’te 10x tak, ze k 10 ul DNA napipetujte 90 pul roztoku
AE.

4) Natedénou DNA napipetujte do kyvety a zméite hodnoty absorbance pii 230, 260 a 280 nm.

5) Je-li naméfend hodnota Aysp mimo hodnoty 0,1 az 0,3, opakujte fedéni vzorku DNA. Jen
v rozsahu hodnot 0,1 az 0,3 je zdvislost koncentrace na absorbanci linedrni a namétené
hodnoty jsou presné.

6) Vyhodnot'te dosazené vysledky.

Dalsi informace k této problematice najdete v

Manchester K.L. 1995: Calue of Ajgons0 ratios for measurements of purity of nucleic acids.
BioTechniques 19, 208-219.

Sambrook J. a Russell D. 2001: Molecular cloning. A laboratory Manual. Cold Spring Harbor
Laboratory Press
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Kontrolni otazky a priklady

1) Kolik pl vzorku DNA nanesete do reakce, pottebujete-li 2 ng a méte k dispozici roztok DNA
o koncentraci 2 pg/ml?

2) Kolik molekul DNA plasmidu pCR2.1 o velikosti 3 900 bp je obsaZeno ve 100 pl vzorku o
koncentraci DNA 50 pg/ml?

3) Kolikrat musite naredit roztok DNA o koncentraci 100 pg/ml, aby byla jeho absorbance pfi
260 nm rovna hodnoté 0,2?

4) Kolik tediciho roztoku piidate do 30 ul vzorku DNA o koncentraci 60 pg/ml tak, aby
koncentrace DNA po ziedéni klesla na 15 ng/ul?

5) Kolik molekul plasmidové DNA o velikosti 50 000 bp obsahuje 100 pl roztoku u né¢hoz byla
hodnota absorbance pfi 260 nm po 10 ndsobném ztfedéni rovna 0,15?
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Restrikéni Stépeni plasmidové DNA
(cviceni ¢. 6)

Uvodni slovo

Pti genovych manipulacich jsou geny pfendSeny z jednoho organismu do druhého.
Jednim ze zpusobll, jak geny pfendset je jejich umisténi, tzv. klonovéni, do plasmidu. Z toho
divodu jsou molekuly plasmidu rozstépeny na presné definovanych mistech tak, aby byl
proces klonovani reprodukovatelny. Vedle vlastniho plasmidu se podobné §té€pi i geny.

Stépeni se provadi pomoci tzv. restrikénich enzymi neboli restriktdz. Restriktizy jsou
enzymy, které se vyskytuji u bakterii a ty je pouZivaji jako obranny systém pii napadeni fagy.
Restrikéni endonukledza, kterd rozpoznd cizorodé DNA sekvence u faga vstupujicitho do
bunky, takovou DNA rozst€pi v piesné definovanych mistech danych specifickou sekvenci
bazi. Této schopnosti vyuZili genovi inZenyfi pii manipulacich s geny.

Byly objeveny celkem c¢tyfi skupiny restriktdz, vSechny Stépi dvouiet€ézcovou DNA.
Restriktdzy typu I rozpoznavaji specifickou sekvenci ale Sté€pi na jiném, nahodilém misté,
restriktazy typu II rozpozndvaji stejnou sekvenci, kterou ndsledné St€pi, restriktazy typu III
Stépi v definované vzdalenosti od rozpozndvané sekvence a restriktdzy typu IV $tépi mimo
rozpoznavanou sekvenci a to pouze modifikovanou DNA, jejiZ bdze mohou byt methylované,
hydroxymethylované a glukosy-hydroxymethylované. V genovém inZenyrstvi nasly uplatnéni
zejména restriktazy typu II. V praxi se nejCastéji pouzivaji restriktazy typu II uvedené
v Tabulce 6.1:

Tabulka 6.1: Nejcastéji pouzivané restriktazy typu II:

Nazev enzymu P . P o
Tzolovdn Rozpoznavana sekvence Vysledné produkty Stépeni
A-A-T-T-C...........
EcoRI | ... GlA-A-T-T-C...... G Geovrerre
Escherichia coli e C-T-T-A-ATG..... C-T-T-A-A
A-G-C-T-T............
Hind1I | ... ALA-G-CT-T......... A Avreeeess
Haemophilus influenzae | ... TT-C-G-ATA ... |77 T-T-C-G-A
G-A-T-CC...........
BamHI | L. GIG-A-T-CC....... Gioerree
Bacillus amyloliquefaciens C-C-T-A-GTG........... |77 ¢
..................... C-C-T-A-G
Haelll | ... G-GlcC....... G-G..........
Haemophyllus aegytius | ... C-CTG-G...co... | s G-G
.............. C-C
G-A-T-C.......
Sau3AT | . GATCotne L
Staphylococcus aureus | ... CT-AGT....... |
.............. C-T-A-G
G-G-C-C-G-C.........
NotI | ... G-CLG-G-C-C-G-C.... CG........
Nocardia otitidis-caviarum | ........ C-G-C-C-GTG-C-G...... | wuren. G-C
......... C-G-C-C-G-G

Restriktdzy jsou oznacovany podle organismu, ze kterého byly izolovany. Dale se d¢li
podle délky DNA-sekvence, kterou Stépi. NejCastéji Stépi restriktdzy DNA-sekvence o délce 4,
6 nebo 8 bp. Vzhledem k tomu, Ze specifickd posloupnost 8 nukleotidii se vyskytuje mnohem
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méné Casto neZ specifickd posloupnost 4 nukleotidli, je zfejmé, Ze restriktdzy, které
rozpoznavaji posloupnost 4 nukleotidi, budou DNA S$tépit Castéji, nez ty, co rozpoznavaji
posloupnost 8 nukleotidli. Pokud tedy chceme $tépit DNA na malé fragmenty, pouZijeme napf.
enzymy Hae III nebo Sau3A 1, zatimco chceme-li ziskat vétsi fragmenty, pouZijeme napf.
EcoR 1. Pro restriktizy typu II je také typické, Ze jimi rozpozndvané sekvence jsou symetrické
(palindromatické), takze Stépenim vznikaji fragmenty se stejnym zakonCenim. Pokud se Stépeni
uskutecnuje mimo stfed symetrie, vzniknou piesahujici se konce s komplementarnimi bazemi.
Takové konce oznaCujeme jako lepivé, neboli kohezivni (napt. po Stépeni EcoR 1 nebo
BamH I). Prob&hne-li Stépeni ve stiedu symetrie, vzniknou konce, které neobsahuji presahujici
se sekvence. Pak je oznacujeme jako konce tupé (napt. po Stépeni Hae III).

Prehled vSech restriktdz je moZno najit na adrese ,,www.rebase.neb.com/rebase.

Cil cviceni

Ptipravit linearizovany plasmid pUCI1S8, ktery se pouzivé jako vektor v genovém inZenyrstvi.
Plasmid linerizovat restrikéni endonukledzou EcoR 1.

Seznam pfistroju

sada pipet 0,5-10 pl, 5-50 pl, 20-200 pl

sada sterilnich umélohmotnych Spi¢ek na pipety
sterilni umélohmotné Eppendorfky

nadoba s ledem

chladici blo¢ek na -20 °C

biologicky termostat s nastavitelnou teplotou
pikofuga

Vlastni pracovni postup

1y

2)

3)
4)

5)
6)

7
8)
9)

Z mrazdku -20 °C vyndejte plasmidovou DNA, vodu, pufr a vSechny komponenty nechejte
rozmrazit. Po rozmrazeni kratce centrifugujte kapicky roztokli ze st€én mikrozkumavek na
pikofuze a uloZte do naddoby s ledovou tfisti.

Dle ,reakéniho schématu‘ napipetujte do mikrozkumavek jednotlivé komponenty reakce.
Vsimnéte si, Ze pripravujete dvé reakce, kazdou s riznym mnozstvim plasmidové DNA.
Pracujte rychle, ale velmi opatrn€ tak, abyste do reakce nezanesli Zadné necistoty, které by
poskodily priibéh reakce. VSechny roztoky uchovavejte stile v nddobé¢ s ledovou tiisti.

Po naneseni posledni komponenty smés jemné promichejte Spickou pipety.

Komponenty promichejte jemnym pohybem vyndejte z mrazdku restriktdzu a v mrazicim
blocku ji pfineste k ostatnim komponentam. Restriktazu nechejte v blo¢ku, nedavejte ji do
ledové tfiste.

Opatrné napipetujte restriktazu a vyslednou smés jemné promichejte Spickou pipety.
Restriktdzu ihned uschovejte v mrazdku na -20 °C. RovnéZ zbylou vodu, pufr, a DNA
ulozte zpét do -20 °C.

Reak¢ni smés pieneste do termostatu vytemperovaného na 37 °C.

Inkubujte po dobu 1 hodiny.

Reakci zastavte pridainim 0,5M EDTA, pH 8,0 (1 pl na 50 pl reakéni smési).

10) Proved’te kontrolu $tépeni v 0,8% agar6zovém gelu (viz. cviceni €. 10).
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Reakéni schéma (objemy jsou uvedeny v ul):

Pokusny zasah | 11
Voda 50 — (5+X+1) 50 — (5+X+1)
pufr 5 5
plasmid X (500 ng) X (200 ng)
restriktdza (20u/pl) 1 1
Celkem 50 50

Dalsi informace k této problematice najdete v

Roberts, R.J. 2003: A nomenclature for restriction enzymes, DNA methyltransferases, homing
endonucleases and their genes. Nucleic Acids Research, 31: 1805-1812.

Sambrook, J. a Russell, D. 2001: Molecular cloning. A Laboratory Manual. Cold Spring
Harbor Laboratory Press

Poznamky k vypracovani protokolu:

Zasobni koncentrace mého plasmidu byla:

Vysledné reakéni schéma vypadalo nésledovné:

Pokusny zasah | 11
Voda
pufr 5 5
plasmid
restriktdza (20 u/pl) 1 1
Celkem 50 50

Fotografie elektroforézy a vyhodnoceni restrikéniho Stépeni:
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Kontrolni otazky a priklady

1) Jaké mnozstvi plasmidu (v pl) pfidate do reakcéni smési, potiebujete-li Stépit 500 ng
plasmidu a je-li jeho zdsobni koncentrace 100 ng/ul ?

2) Jedna jednotka restrik¢éni endonukledzy (znaci se U) je mnoZstvi enzymu, které rozStépi 1pg
DNA figa A za optimdlnich reakénich podminek pii 37 °C za 1 hodinu. Na molekule DNA
faga je celkem 6 St€pnych mist pro restriktdzu Hinf 1. Jaké mnoZstvi plasmidu pUCI8
rozstépi 1 jednotka restriktdzy Hinf'I za jednu hodinu, jestlize je na tomto plasmidu jen
jedno restrikéni misto ? Velikost plasmidu pUC18 je 2 686 bp.

3) Jak dlouho bude $tépit 1u restrikéni endonukledzy Hind 111 200 ng plasmidu pUC18 ? Na
tomto plasmidu je jediné restrik¢éni misto pro restriktdzu Hind III.
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Stanoveni genetické modifikace ac2 u Solanum tuberosum
(cviceni ¢. 7)

Uvodni slovo

Geneticky modifikované organismy (GMO, transgenni organismy) se stdvaji redlnou
souc¢ésti naseho Zivota a jsou dnes bézné¢ zavadény do potravniho fetézce Clovéka. Potraviny
vyrobené z GMO predstavuji tzv.“potraviny nového typu®. Do zemé&d¢€lské praxe se zacCaly
dostavat pocatkem 90. let. V soucasné dob¢ je jimi oseto pfes 60 milioni hektarti poli.
Vyznamnymi péstovanymi GMO rostlinami jsou vedle s6ji, kukufice, fepky a bavlny také
brambory.

Brambory (Solanum tuberosum L.) patii do Celedi Solanaceae. Z hlediska celkové
se pouzivaji jako krmivo pro hospodéiskd zvifata a primyslovou surovinu pii vyrobé Skrobu,
alkoholu a jinych duleZitych produkti.

V oblasti genetickych modifikaci pfedstavuji brambory vhodnou modelovou rostlinu, a
to hned z nékolika divodl. Z hlediska praktického vyuZiti nabizeji pomérné Siroké spektrum
znakl a jako vegetativné se mnoZzici rostlina umoZznuji zachovéni pfislusného znaku v del$im
Casovém horizontu. Na druhou stranu mezi jejich nevyhody patii zejména nizkd hladina
exprese vloZzenych gend, obtiZna regenerace transformovanych rostlin mimo sterilni prostfedi
nebo vyskyt morfologickych zmén, napf. na hlizach.

Geneticky upravené brambory se pfipravuji zejména za tcelem zvySeni odolnosti téchto
plodin vi¢i Skidctim, herbicidim nebo nepfiznivym vliviim prostfedi, pro zlepSeni vyZivovych
vlastnosti nebo dokonce pro produkci lékai'sky vyznamnych latek, které by bylo mozné
pouzivat jako vakciny pro navozeni imunity proti riznym chorobam u lidi. Zajimavou
skupinou jsou modifikované brambory produkujici latky vyuzitelné napt. v pramyslu.

Genetickd modifikace ac2 byla ziskdna transformaci odridy Desireé pomoci vektoru
pH22Kneo nesouciho gen ac2 fungicidniho peptidu ze semen amarantu (Amaranthus
caudatus L.). Produktem genu ac2 je protein Ac-AMP2, ktery se vyznacuje fungicidnimi a
antibakteridlnimi uc¢inky a pfedpokldadd se proto jeho role v ochran€ semen amarantu pred
napadenim houbovitymi organismy. Proteiny Ac-AMP patii do skupiny peptidd s
antimikrobnimi vlastnostmi, které jsou ptibuzné rostlinnym defenziniim. DileZitou vlastnosti
rostlinnych proteintit Ac-AMP je to, Ze na rozdil od jinych defenzinii, negativné nepuisobi na
savCi buiiky. Vysledné geneticky modifikované rostliny bramboru jsou odolné vici pasobeni
hub a nékterych grampozitivnich bakterii.

Cil cviceni

Detekovat gen ac2 z amarantu a gen StTS1, ktery je specificky pro druh Solanum tuberosum.
Pti amplifikaci geneticky modifikované brambory vznikaji dva produkty: amplifika¢ni produkt
genu ac2 ma velikost 306 bp, amplifikacni produkt specifického genu StTS1 je dlouhy 554 bp.
Pti amplifikaci geneticky nemodifikované brambory vznikd pouze produkt specifického genu
StTS1.

Seznam pfistroju

¢ termocykler PTC-100
e pikofuga
¢ sada pipet o objemech 10, 50 a 200 pl
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Pouzité primery

OWB40

5- AAT TGG TAC CAG TCA AGA GTA TTA ATT AGG -3~
OWB217

5"-CTA CTT TCA TGG ACT ACC AGC - 3~

TSI1-F

5°- CTT GAG AAG GCG GTT CAATC - 37
TSI1-R

5°-TCC TCT TGC AGC TTT CCT GT - 3~

Kombinaci primeri OWB40/OWB217 je moZzné ziskat amplikon o velikosti 306 bp, ktery je
specificky pro ¢ast genu ac2.

Kombinaci primeri TS1-F/TS1-R je mozZzné ziskat amplikon o velikosti 554 bp, ktery je
specificky pro ¢ast genu StTSI.

Vlastni pracovni postup

1) Pripravte si mikropipety (rozsah 50 az 200 ul, 5 az 50 ul, 0,5 az 10 ul), ti1 druhy Spic¢ek
s filtrem, PCR zkumavky, stojanek.

2) Nasad’te si rukavice.

3) Namichejte smés pro pét reakci smichanim ndsledujicich komponent:

Komponenta Objem v pl
1 reakce 5 reakci

HOTStar Taq Master Mix (QIAGEN) 10,0 50,0

Voda deionizovana 7,6 38,0
Primer OWB40 (100pmol/ul) 0,1 0,5
Primer OWB 217 (100pmol/ul) 0,1 0,5
Primer TS1-F (25pmol/ul) 0,1 0,5
Primer TS1-R (25pmol/ul) 0,1 0,5

4) Smés rozdelte po 18 ul do ¢ty zkumavek.
Poznamka: Pripravili jste smés na 5 reakci, ovSem v dusledku chyb pfi pipetovani vam
uZ asi na patou reakci smés stacit nebude.
5) Do jednotlivych smési pridejte nasledujici vzorky:
A =2 ul izolované DNA z brambor o koncentraci pfiblizné 50 pg/pul,
B =2 ul izolované DNA z brambor o koncentraci ptiblizné¢ 100 pg/ul,
K = 2 pl pozitivni kontroly, smés plasmidu, které nesou naklonované ¢ésti genli ac2 a
StTS1
N = 2 ul deionizované vody.
Poznamka: Provedeme vySetfeni vzorku ve dvou reakcich o rGznych koncentracich
DNA. To proto, Ze PCR reakce je Casto inhibovdna riznymi latkami, které se
nepodaii v priibéhu izolace odstranit. Na inhibicich se podili dokonce sama DNA.
6) Uzaviete zkumavky, fddn¢ je popiste a vlozte do termocykleru.

29



7) Proved’te amplifikaci dle ndsledujictho programu:

Krok ¢. Teplota Doba
1 96 °C 15 min.
2 96 °C 10s
3 45 °C 10 s
4 72 °C 40 s
5 go to step 2 repeat 35x
6 72 °C 2 min.
7 10 °C for ever
8 END

8) Po ukonceni programu proved’te elektroforézu v 1,5% agar6zovém gelu (viz cviceni ¢. 10).

Ptiklad analyzy

LV ' 1 2 3 4 5
ssar;= N N e -
S

3G - ~

e

Amplifikacni produkt genu ac2 (GMO) md velikost 306 bp, fragment o délce 554 bp je
vysledkem amplifikace specifického genu StTS1 bramboru.

Draha ¢. 1 — vysledek amplifikace negativniho vzorku (neni GMO)

Draha €. 2 — vysledek amplifikace negativniho vzorku (neni GMO)

Draha ¢. 3 — vysledek amplifikace pozitivniho vzorku (je GMO)

Dréha ¢. 4 — vysledek amplifikace pozitivni kontroly PCR

Draha ¢. 4 — vysledek amplifikace negativni kontroly PCR nebo negativni kontroly izola¢ni

L — velikostni standard 100bp (Malamité, v.o.s., Ceska republika)

Dalsi informace k této problematice najdete v

Lapkova, N.S. et al. 2001: Isolation of genetically modified potato plant containing the gene
of defensive peptide from Amaranthus. Prikl Biokhim Mikrobiol., 37(3):349-354.

Broekaert, W.F. et al. 1992: Antimicrobial peptides from Amaranthus caudatus seeds with
sequence homology to the cysteine/glycine-rich domain of chitin-binding proteins.
Biochemistry 31(17):4308-4314.

Broekaert et al.: Plant defensins: novel antimicrobial peptides as components of the host
defense system. Plant Physiol. 108(4):1353-8.

Miguel et al. 1996: Antimicrobial peptides from Mirabilis jalapa and Amaranthus caudatus:
expression, processing, localization and biological activity in transgenic tobacco. Plant Mol
Biol 31: 993-1008.
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Kontrolni otazky a priklady

1) Limit detekce DNA na translumindtoru je pfibliZzn¢ 5 ng. Kolik cykli PCR musi prob&hnou,
aby bylo mozno detekovat amplifikacni produkt mutantni alely StTS1 o délce 554 bp,
jestliZze na pocdtku reakce mate ve smési pouze jedinou kopii alely?

2) Taq polymerédza ptipojuje nukleotidy rychlosti 150 nukleotidi/sekundu. Jak dlouho trva
tomuto enzymu, neZ nasyntetizuje fragmenty o délce 306 a 554 bp?

3) Jaké mnozstvi ANTP potiebujete dat minimdln¢ do PCR reakce, abyste m¢li dostatek
stavebniho materidlu k amplifikaci obou fragmentli o délce 306 a 554 bp (za predpokladu,
7e v danych fragmentech je rovhomérné zastoupeni vSech nukleotidil)? Pfedpokladejte, Ze
cheete ziskat 200 ng kazdého z fragmenti a mate k dispozici zdsobni roztok smési vSech
¢tyt nukleotidl, ve které mé kazdy nukleotid koncentraci 25 mM.
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Detekce delece A32 v receptoru CCRS metodou PCR

(cviceni ¢. 8)
Uvodni slovo

Receptor CCRS5 je zodpovédny za transport chemokinu CC a podili se na vstupu
virovych ¢astic viru lidské imunodeficience typu 1 (HIV-1) do makrofagu.

Dle soucasnych piedstav o vstupu viru HIV-1 do bun&k dochazi nejprve k pfipojeni
povrchového glykoproteinu 120 viru HIV-1 k povrchovému receptoru CD4. To ma za nasledek
konformaéni zménu CD4, po které jsou do procesu vstupu virioni zapojeny i receptory
chemokinll. V&tSina primarnich kmentt HIV vyuZiva receptorti chemokinii CCRS a CXCRA4.
Alelové varianty téchto receptori maji vliv na mnozstvi receptorti vyjadifenych na povrchu
bunky a tudiZ pfimy vliv na pronikani viru. U genu CCRS byly popsdny dvé¢ hlavni varianty, a
to dele¢ni alela CCR5-A32 a alela CCR5-G59029 s jednoduchou bodovou mutaci v promotoru.

V ptipadé mutace CCR5-A32 se jedna o deleci v délce 32 bp, v jejimZ disledku dochdzi
k expresi zkrdcené verze proteinu, ktery nemiiZe byt transportovian na povrch bun¢k a tudiz
nemuZe fungovat jako kofaktor transportu virovych ¢astic HIV-1. Osoby homozygotni v alele
CCR5-A32 jsou proti infekci virem HIV-1 chranény, protoZe vstup viru touto cestou je
prakticky znemoZnén. To bylo prokdzdno i u vysoce promiskuitnich jedinct. U
heterozygotnich jedincti (+/A32) dochdzi ke zpomaleni progrese virové infekce v priméru o
2 az 4 roky.

U bilych Evropanti a bélochli ze severni Ameriky je mutantni forma alely zastoupena
u asi 10 % populace. Jeji piitomnost nebo absenci je mozno stanovit metodou polymerazové
reakce.

Cil cviceni

Detekovat polymorfismus v genu pro CCR5 ve vzorku DNA z lidské krve izolované ve cviceni

¢. 1. Je mozno pouzit DNA izolovanou téZ z plasmy, spermatu, a jiného biologického
materidlu. Koncentrace DNA byla stanovena ve cviceni €. 4 nebo 5.

Seznam pfistroju

e termocykler PTC-100
e pikofuga
¢ sada pipet o objemech 10, 50 a 200 pl

Pouzité primery

CCR5-UP:

5-TGG TGG CTG TGT TTG CGT CTC-3"
CCR5-DOWN:

5-AGC GGC AGG ACC AGC CCC AAG-3°
CCR5-DOWN?2:

5-CAG TAG CTC TAA CAG GTT GGA CCA A-3°

Kombinaci primerd CCR5-UP/CCR5-DOWN je mozné ziskat amplikony velikosti 162 bp pro
normdlni variantu genu a nebo 130 bp pro mutantni variantu (CCRS A32).
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Kombinaci primertt CCRS5-UP/CCRS5-DOWN?2 je mozné ziskat amplikony velikosti 373 bp pro
normdlni variantu genu a nebo 341 bp pro mutantni variantu (CCRS A32).

Vlastni pracovni postup

1) Pripravte si mikropipety (rozsah 50 az 200 ul, 5 az 50 ul, 0,5 az 10 ul), tfi druhy Spicek
s filtrem, PCR zkumavky, stojanek.

2) Nasad’te si rukavice.

3) Namichejte smés pro pét reakci smichanim nasledujicich komponent:

Komponenta Objem v pnl
1 reakce 5 reakci
Taq Master Mix (QIAGEN) 20,0 100,0
Voda deionizovana 17,8 89,0
Primer CCR5-UP (100 uM) 0,2 1,0
Primer CCR5-DOWN (100 uM) 0,2 1,0

4) Smés rozdelte po 38 ul do ¢tyt zkumavek.
Poznamka: Pfipravili jste smés na 5 reakci, ovSem v dusledku chyb pfi pipetovani vim
uZ asi na patou reakci smés stacit nebude.

5) Do jednotlivych smési pfidejte nasledujici vzorky:
A =2 pl izolované DNA o koncentraci pfiblizn€ 50 pg/ul,
B =2 ul izolované DNA o koncentraci ptiblizné 100 pg/pul,
K =2 ul pozitivni kontroly,
N =2 ul deionizované vody.
Pozndamka: Provedeme vySetfeni vzorku ve dvou reakcich o rtiznych koncentracich
DNA. To proto, Ze PCR reakce je ¢asto inhibovadna riznymi latkami, které se nepodaii
v priibéhu izolace odstranit. Na inhibicich se podili dokonce sama DNA.

6) Uzaviete zkumavky, fddn¢ je popiste a vlozte do termocykleru.

7) Proved’te amplifikaci dle ndsledujictho programu:

Krok €. Teplota Doba
1 94 °C 5 min
2 94 °C 20s
3 55 °C 20s
4 72 °C 60 s
5 GO TO?2 34x
6 72 °C 5 min
7 10 °C nekonecny Cas
8 END

8) Po ukonceni programu proved'te elektroforézu v 2,5-3% agar6zovém gelu (viz. cviceni
¢. 10).
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Dalsi informace k této problematice najdete v

Hersberger, M. et al. 2002: Rapid detection of the CCR2-V641, CCR5-A59029G and SDF1-
G801A polymorphisms by tetra-primer PCR. Clinical Biochemistry 35, 399-403.

Hoffman, T.L. et al. 1997: CCR5 Gynotypes in Sexually Active Couples Discordant for

Human Immunodeficiency Virus Type 1 Infection Status. The Journal of Infectious Diseases
176, 1093-1096.
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Kontrolni otazky a priklady

1) Limit detekce DNA na translumindtoru je ptiblizn¢ 5 ng. Kolik cykli PCR musi prob&hnou,
aby bylo mozno detekovat amplifika¢ni produkt mutantni alely CCRS5 A32 o délce 130 bp,
jestliZze na pocdtku reakce mate ve smési pouze jedinou kopii genu pro CCRS A32?

2) Jak dlouhy amplikon miiZe vzniknout na niZe popsaném tseku DNA (je uveden pouze jeden
z komplementarnich fetézcli) pokud mé experimentitor k dispozici ndsledujici dvojici
primerti?

Primer forward: Primer reverse:
5- ATG TGA GCG GTC TAC TGG - 3~ 5°- GAT AGC TAG AAT TGA TAG - 3~

Sekvence na které probiha amplifikace:

57- ATG TGA GCG GTC TAC TGG AAA TGC AGT GCA TCA GTC AGC GAT GGG
TGA GTC ACC CCC GTC ACG TCA GAT TCA TGA CTA AGC GTC CGT GCT
TGA TCG AGT CTA TCA ATT CTA GCT ATC ATC ATG GTT GAC ATC - 3

3) JestliZze alelu CCR5 A32 oznacime v misté delece na chromozému koleCckem
rozhodnéte, kterd ze sleCen ma nejmensi pravdépodobnost infekce virem HIV.

Slecna A Sle¢na B Sle¢na C

F

"
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Detekce delece v genu pro angiotensin konvertujici enzym metodou PCR
(cviceni ¢. 9)

Uvodni slovo

Angiotensin konvertujici enzym (dipeptidyl karboxypeptiddza 1) je soucasti systému
renin-angiotensin (RAS), jehoZ jednotlivé komponenty, a to prorenin, angiotensinogen,
angiotensin I, angiotensin II, renin a specifickd vazebna mista pro angiotensin II byly nalezeny
mimo jiné 1 v lidském oku. ProtoZe je angiotensin II potencidlnim vazokonstriktorem a
angiogennim faktorem, je mozné, Ze se mistni RAS systém muZe podilet také na patogenezi
proliferativni retinopatie, se kterou se setkdvame u nékterych diabetikd. Je zndmo, Ze prorenin
zvySuje mnozstvi tekutiny ve sklivci u pacientil, ktefi jsou postizeni proliferativni diabetickou
retinopatii. Tvorba angiotensinu II v oku diabetika tedy mlZe byt pfi¢innym faktorem
neovaskularizace. Z toho vsSeho vyplyvd, Ze oni RAS systém se miiZe UcCastnit proliferace
krevnich vldsecnic v sitnici a z toho plynouciho oslepnuti diabetikl.

Nékterymi autory byl prokdzan vztah polymorfismu v genu pro angiotensin konvertujici
enzym (ACE) a diabetickou retinopatif u pacientl s diabetem typu 2. Polymorfismus je zaloZen
na deleci v oblasti intronu 16 tohoto genu. Tento polymorfismus je mozné detekovat
jednoduchou PCR, ktera odlisi jak heterozygotni, tak oba homozygotni stavy. Potom je mozné
studovat vztah pifitomnosti urcité alely ke konkrétnimu fenotypovému projevu. U jedinct s
diabetickou retinopatii je ve zvySené mife detekovéna alela s deleci.

Cil cviceni
Detekovat polymorfismus v genu pro angiotensin konvertujici enzym ve vzorku DNA z lidské
krve izolované ve cviceni €. 1. Je moZno pouzit DNA izolovanou téZ z plasmy, spermatu, a

jiného biologického materidlu. Koncentrace DNA byla stanovena ve cviceni €. 4 nebo 5.

Seznam pfistroju

¢ termocykler PTC-100
e pikofuga
e sada pipet o objemech 10, 50 a 200 pl

Pouzité primery

ANG-F:

5°-CTG GAG ACC ACT CCC ATC CTT TCT-3"
ANG-R:

5°-GAT GTG GCC ATC ACATTC GTC AGA T-3°

Kombinaci primerdt ANG-F/ANG-R je moZzné ziskat amplikony velikosti 190 bp pro dele¢ni
alelu a nebo 490 bp pro standardn{ variantu.
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Vlastni pracovni postup

1) Pripravte si mikropipety (rozsah 50 az 200 pul, 5 az 50 ul, 0,5 az 10 ul), ti1 druhy Spic¢ek
s filtrem, PCR zkumavky, stojanek.

2) Nasad’te si rukavice.

3) Namichejte smés pro pét reakci smichanim ndsledujicich komponent:

Komponenta Objem v pl
1 reakce 5 reakci
Taq Master Mix (QIAGEN) 20,0 100,0
Voda deionizovana 17,8 89,0
Primer ANG-F (100 uM) 0,2 1,0
Primer ANG-R (100 uM) 0,2 1,0

4) Smés rozdelte po 38 pl do ctyf zkumavek.
Poznamka: Pfipravili jste smés na 5 reakci, ovSem v dusledku chyb pfi pipetovani vim
uZ asi na patou reakci smés stacit nebude.

5) Do jednotlivych smési pridejte nasledujici vzorky:
A =2 ul izolované DNA o koncentraci ptiblizné 50 pg/ul,
B =2 ul izolované DNA o koncentraci piiblizné 100 pg/pul,
K =2 ul pozitivni kontroly,
N =2 ul deionizované vody.
Poznamka: Provedeme vySetfeni vzorku ve dvou reakcich o rtiznych koncentracich
DNA. To proto, Ze PCR reakce je ¢asto inhibovadna riznymi latkami, které se nepodaii
v priibéhu izolace odstranit. Na inhibicich se podili dokonce sama DNA.

6) Uzaviete zkumavky, fadné je popiSte a vloZte do termocykleru.

7) Proved’'te amplifikaci dle nasledujiciho programu:

Krok ¢. Teplota Doba
1 94 °C 5 min
2 94 °C 60 s
3 55°C 60 s
4 72 °C 90s
5 GOTO?2 34x
6 72 °C 10 min
7 10 °C nekonecny Cas
8 END

8) Po ukonceni programu proved’te elektroforézu v 1,5% agar6zovém gelu (viz cviceni ¢. 10).

Dalsi informace k této problematice najdete v

Matsumoto, A. et al. 2000: Detection of the association between a deletion polymorphism in
the gene encoding angiotensin I — converting enzyme and advanced diabetic retinopathy.
Diabetes Research and Clinical Practise 50, 195-202.

Rigat, B. et al. 1992: PCR detection of the insertion/deletion polymorphism of the human
angiotensin converting enzyme gene (DCP1) (dipeptidyl carboxypeptidase 1). Nucleic Acids
Research 20, 1433.
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Kontrolni otazky a priklady

1) Tag polymerdza pfipojuje nukleotidy rychlosti 150 nukleotid@/sekundu. Jak dlouho trva
tomuto enzymu, neZ nasyntetizuje fragmenty o délce 190 a 490 bp?

2) Jedna jednotka enzymu Taq polymerdzy inkorporuje 10nmol nukleotidii za 30 minut pfi
teploté 72 °C. Prepoctéte tuto hodnotu na pocet inkorporovanych nukleotidli za minutu.

3) Jestlize frekvence zaclenéni chybného nukleotidu ¢ini u Tag polymerazy 285 x 10, kolikrt

muze tento enzym chybovat pfi syntéze 200 ng amplikonu o délce 500 bp? Co mitiZete fict o
poctu chybnych amplikont v takovém vysledném vzorku DNA?

38



Poznamky
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Detekce polymorfismu K469E v genu ICAM1

(cviceni ¢. 10)
Uvodni slovo

V genu ICAM-1 bylo identifikovano nejméné dvacet jednoduchych nukleotidovych
polymorfismi. Pouze dva jsou vSak spojovdny s Crohnovou chorobu. Polymorfismus v kodonu
241 (G/R241, Gly/Arg, exon 4) a kodonu 469 (K/E469, Lys/Glu, exon 6) (Papa et al. 2004).
Polymorfismy zpusobuji zmény v fetézcich aminokyselin na imunoglobulinovych doménich
proteinu ICAM-1, coZ zptsobuje alterace jejich interakce se specifickymi ligandy.

Polymorfismus K469E je nekonzervativni substituci aminokyseliny lysinu za Kyselinu
glutamovou na paté imunoglobulinové doméné¢ ICAM-1. Tato doména je dulezitd pro adhezi a
B-bun¢k a dendritickych bun€k, je prezentovdna jako imunodominantni epitop molekuly
ICAM-1. Zaména aminokyseliny je zptisobena nukleotidovou substituci A za G (A/G).

Polymorfismus K469E vede k zménéné expresi vysledné adhezivni molekuly, coz
zpusobuje alteraci interakce mezi LFA-1 (lymphocyte function antigen 1) a B-bufikami. Zména
funkce proteinu ICAM-1 potencidlné pfispiva ke genetickym predispozicim k zanétlivym a
imunitnim onemocnénim.

Navrh metody detekce polymorfismu 469E vychazi z prace Nejentsev et al. (2000).

Cil cviceni
Detekovat polymorfismus v genu ICAM1 ve vzorku DNA z lidské krve izolované ve cviceni €.
1. Je mozno pouzit DNA izolovanou téZ z plasmy, spermatu, a jiného biologického materiélu.

Koncentrace DNA byla stanovena ve cviceni €. 4 nebo 5.

Seznam pfistroju

termocykler PTC-100

pikofuga

sada pipet o objemech 0,5-10 pl, 5-50 ul, 20-200 pl
nddoba s ledem

chladici blocek na -20 °C

biologicky termostat s nastavitelnou teplotou

Pouzité primery

ICAM-1F

5"- GGA ACC CAT TGC CCG AGC - 37
ICAM-1R

5°- GGT GAG GAT TGC ATT AGG TC - 3~

S pouzitim téchto primert Ize ziskat amplikony o délce 223 bp.

Restrikéni endonukledza

Polymorfismus je moZno detekovat restrikéni endonukledzou BstU 1, kterd Stépi amplikon na
dva fragmenty v pfipad¢ nestandardni alely. Standardni alela neni St€pena.
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Pozice primert v sekvenci lidského genomu

podle GenBank Accesion Number — ACO11511

98941
99001
99061
99121
99181
99241
99301
99361
99421
99481
99541
99601
99661
99721
99781
99841
99901
99961

aagcttgcag
gtgtgacctg
acgtgattct
cccaccctag
cccagctcect
ccctggaggt
gtgagtgggg
cataaggtct
tccagatggce
ttcccagcag
aaaggatggc
gggcacctac
gaatgtgctc
aatgcaatcc

tgagccaaga
aacccggggce
gacgaagcca
agccaaggtg
gctgaaggcc
ggccggcecag
ctgctggtca
tgcctccaag
ccccgactgg
actccaatgt
actttcccac
ctctgtcggg
tgtgagtgag
tcaccgcctg

atcactgtgg
aaccgccagc
aaaccgaaca
ccttcccata

Primer ICAM-1F

Primer ICAM-1R
Pozice polymorfismu (R = A/G)

Vlastni pracovni postup

Amplifikace
1) Pripravte si mikropipety (rozsah 50 az 200 ul, 5 az 50 ul, 0,5 az 10 ul), ti1 druhy Spic¢ek

s filtrem, PCR zkumavky, stojanek.
2) Nasad’te si rukavice.
3) Namichejte smés pro pét reakci smichanim nasledujicich komponent:

tagcagccgce
ggaagatcaa
cacaagccac

ttggtggcag

tcatgccact
ggggctcact
gaggtctcag
acgctgaatg
accccagagg
cttatacaca
atggccccta
tcctgeccece
acgagaggga
gccaggcttg
tgcccatcgg
ccaggagcac
ccggcgggcea
ttgtatcctc
agtcataatg
gaaatacaga
gcctceccectga
tggtgccaca

gcactccagc
gtgtgcctat
aagggaccga
gggttccagc
acaacgggcg
agaaccagac
tcccecccaagg
acccacctcc
ttgtccggga
ggggaaccca

ctgggcaaca
tccaggcttt
ggtgacagtg
ccagccactg
cagcttctcc
ccgggagcett
cccaatctcc
atgtcatctc
aactggacgt
ttgcccgagce

ggaatcagtg
tcaaggggag
gagctgggtg
cccacagccc
ggcactgcag
ctacaacagg
acctatcccg
ctgaacagag

actgtcactc
gtcacccgcﬁ
ggggcagggyg
cccggtatga
gcctcagcac
cccaaaaagg

ggacagggcc
tggaagacat

gagcaaaact
ccggcgccca
aagtgtgagg
ggcccgaggg
tgctctgcaa
cgtgtcctgt
ctgaaggtcc
atcgtgtttt
ggccagaaaa
tcaagtgtct
gagatcttga
aggtgaccgt
ccatggacct
gattgtcatc
gtacctctat
gacccccatg
tcttcectcecgg
atgccatgca

Komponenta Objem v pul
1 reakce 6 reakci
Taq Master Mix (QIAGEN) 10,0 60,0
Voda deionizovana 7,8 ~47,0
primer ICAM-1F (100 uM) 0,1 ul 0,6
primer ICAM-1R (100 uM) 0,1 pl 0,6

4) Smés rozdelte po 18 pl do ctyf zkumavek.
Poznamka: Pfipravili jste smés na 5 reakci, ovSem v dusledku chyb pfi pipetovani vim
uZ asi na patou reakci smés stacit nebude.

5) Do jednotlivych smési pfidejte nasledujici vzorky:

A =2 ul izolované DNA
B =2 ul DNA standardniho homozygota

C =2 ul DNA nestandardniho homozygota
D =2 ul DNA heterozygota
N = 2 ul deionizované vody — slouZi jako negativni kontrola

6) Uzaviete zkumavky, fadné je popiSte a vloZte do termocykleru.
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7) Proved’te amplifikaci dle ndsledujictho programu:

Krok €. Teplota Doba
1 94 °C S min
2 94 °C 20s
3 64 °C 50s
4 72 °C 60 s
5 GOTO?2 30x
6 72 °C 5 min
7 12 °C nekoneCny Cas
8 END

8) Po ukonceni programu provedte elektroforézu v 1,5% agarézovém gelu (viz cviceni
Elektroforéza nukleovych kyselin v agar6zovém gelu).

Restrik¢ni Stépeni

1) Zmrazdku -20 °C vyndejte vodu, pufr a nechejte rozmrazit. Po rozmrazeni kratce
centrifugujte kapic¢ky roztokli ze stén mikrozkumavek na pikofuze a uloZte do nddoby
s ledovou tfiSti.

2) Dle ,reak¢éniho schématu* napipetujte do mikrozkumavek jednotlivé komponenty reakce.
Pracujte rychle, ale velmi opatrn€ tak, abyste do reakce nezanesli Zadné necistoty, které by
poskodily priibéh reakce. VSechny roztoky uchovavejte stile v nddobé¢ s ledovou tiisti.

3) Po naneseni posledni komponenty smés jemné¢ promichejte Spi¢kou pipety.

4) Komponenty promichejte jemnym pohybem vyndejte z mrazdku restriktdzu a v mrazicim
blocku ji pfineste k ostatnim komponentam. Restriktazu nechejte v blo¢ku, nedavejte ji do
ledové tfiste.

5) Opatrné napipetujte restriktazu a vyslednou smés jemné promichejte Spickou pipety.

6) Restriktdzu ihned uschovejte v mrazdku na -20 °C. RovnéZ zbylou vodu, pufr, a DNA
ulozte zpét do -20 °C.

7) Reakeni smés pieneste do termostatu vytemperovaného na 60 °C.

8) Inkubujte po dobu 1 hodiny.

9) Reakci zastavte pridinim 6x GLB pufru (sloZeni viz cvic¢eni Elektroforéza nukleovych
kyselin v agar6zovém gelu) v poméru vzorek : 6 x GLB=5:1

10) Proved’te kontrolu §tépeni v 3,0% agar6zovém gelu (viz cviceni Elektroforéza nukleovych
kyselin v agar6zovém gelu).

Reakéni schéma (objemy jsou uvedeny v ul):

Komponenta MnoZstvi
Voda 7,0 ul
NEB pufr 2 (10x) 2,0 ul
restriktdza BstU 1 (10 U/ul) 1,0 ul
PCR produkt (asi 100 ng/ul) 10,0 pl
Celkem 20,0 ul
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Vyhodnoceni

alela pocet fragmenti bp
nestandardni homozygot EE 2 136 a 87
heterozygot EK 3 223,136 a 87
standardni homozygot KK 1 223

Dalsi informace k této problematice najdete v

Nejentsev S. et al. 2000: Intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) K469E polymorphism:

no association with type 1 diabetes among Finns. Tissue Antigens 55: 568-570.

Papa A. et al. 2004: Prevalence of the K469E polymorphism of intercellular adhesion
molecule 1 gene in Italian pationts with inflammatory bowel disease. Dig Liver Dis. 36 (8):

528-32.

Kontrolni otazky a priklady

1) Napiste sekvenci nukleotidii v amplikonu ziskaného amplifikaci standardni alely

2) Napiste sekvenci nukleotidi v amplikonu ziskaného amplifikaci nestandardni alely a

vyznacte v ni pozici restrikéniho mista pro restriktazu BsfU I

3) Napiste sekvenci aminokyselin v misté¢ polymorfismu pro standardni a nestandardni alelu —

vzdy 3 aminokyseliny ve sméru k N 1 C konci polypeptidového fetézce od mista

polymorfismu
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Detekce polymorfismu 1007fs v genu NOD2

(cviceni ¢. 11)
Uvodni slovo

Protein, ktery je kédovdn genem NOD?2 patii do skupiny rozpozndvacich receptort
(PRRs) vrozené imunity. Tento receptor rozpoznava tzv. s patogenem asociované molekularni
znaky (PAMP). Polymorfismem genu NOD?2 je inserce cytosinu v pozici 3020 nukleotidové
sekvence (odpovida tripletu 1007). Jde tedy o posunovou mutaci (frame-shift mutation)
v jejimz dusledku je poruSen Cteci rdmec a na ribosomech dochdzi k translaci nespravné
primérn{ struktury proteinu. Polymorfismus se oznacuje 1007fs.

Spolu s dal$imi dvéma mutacemi tvoii 81 % mutaci, které souviseji s Crohnovou

chorobou. U heterozygotnich forem je riziko vzplanuti Crohnovy choroby si 2 azZ 4x vySsi nez
u jedinct se standardni formou alely. U homozygott je riziko dokonce 20 az 40x vyssi.

Cil cvieni

Detekovat polymorfismus v genu pro NOD2 ve vzorku DNA z lidské krve izolované ve cviCeni

¢. 1. Je mozno pouzit DNA izolovanou téZ z plasmy, spermatu, a jiného biologického
materidlu. Koncentrace DNA byla stanovena ve cviceni €. 4 nebo 5.

Seznam pfistroju

termocykler PTC-100

pikofuga

sada pipet o objemech 0,5-10 pl, 5-50 pl, 20-200 pl
nadoba s ledem

chladici blocek na -20 °C

biologicky termostat s nastavitelnou teplotou

Pouzité primery

N1007fs F
57- CCT GCA GTC TCT TTA ACT GG- 37
N1007fs R
5°- CTT ACC AGA CTT CCA GGA TG- 3~

S pouZzitim téchto primerii lze ziskat amplikony o délce 168 bp. (respektive 169 pokud je
pfitomna inserce)

Restrikéni endonukledza

Polymorfismus je moZno detekovat restrikéni endonukledzou NlalV, kterd St€pi amplikon na
dva fragmenty v pfipad¢ nestandardni alely. Standardni alela neni Stépena.

44



Pozice primert v sekvenci lidského genomu

Podle GenBank Accesion Number - AJ303140

128521 atttgataaa ctcatctagt gaatggaaga gagacggtta catttcactg atggtactga
128581 gectttgttg atgagctcat tgggaatctc agacatgage aggatgtgtc taagggacag
128641 gtgggcttca gtagactgge taactcctge agictcttta actggacagt ttcaagagga
128701 aaaccaagaa tccttgaagc tcaccattgt atcttctttt ccaggttgtc caataactge
128761 atcacctacc taggggcaga agecctectg caggﬁcccttg aaaggaatga caccatcctg
128821 gaagtctggt aaggccectg ggcaggectg ttttagetct ccgaacctca gtttttctat
128881 ctgtaaaatg gggtgacggg agagaggaat ggcagaattt tgaggatecce ttctgattct

N1007fs F

N1007fs R

Vlastni pracovni postup

Amplifikace

1) Pripravte si mikropipety (rozsah 50 az 200 ul, 5 az 50 ul, 0,5 az 10 ul), tfi druhy Spicek
s filtrem, PCR zkumavky, stojanek.

2) Nasad’te si rukavice.

3) Namichejte smés pro pét reakci smichanim nasledujicich komponent:

Komponenta Objem v pnl
1 reakce 6 reakci
Taq Master Mix (QIAGEN) 10,0 60,0
Voda deionizovana 7,8 ~47.0
primer N1007fs F (100 uM) 0,1 pl 0,6
primer N1007fs R (100 uM) 0,1 pl 0,6

4) Smés rozdelte po 18 ul do ¢ty zkumavek.
Poznamka: Pripravili jste smés na 6 reakci, ovSem v dusledku chyb pfi pipetovani vam
uZ asi na patou reakci smés stacit nebude.
5) Do jednotlivych smési pridejte nasledujici vzorky:
A =2 plizolované DNA
B =2 ul DNA standardniho homozygota
C =2 pl DNA nestandardniho homozygota
D =2 ul DNA heterozygota
N =2 ul deionizované vody — slouzi jako negativni kontrola

6) Uzaviete zkumavky, fddn¢ je popiste a vlozte do termocykleru.
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7) Proved’te amplifikaci dle ndsledujictho programu:

Krok €. Teplota Doba
1 94 °C 1 min
2 94 °C 20s
3 45 °C 20s
4 72 °C 30s
5 GOTO?2 45x
6 72 °C 5 min
7 12 °C nekoneCny Cas
8 END

8) Po ukonceni programu provedte elektroforézu v 3,0% agarézovém gelu (viz cviceni
Elektroforéza nukleovych kyselin v agar6zovém gelu).

Restriké¢ni Stépeni

1) Zmrazdku -20 °C vyndejte vodu, pufr a nechejte rozmrazit. Po rozmrazeni kratce
centrifugujte kapic¢ky roztokli ze stén mikrozkumavek na pikofuze a uloZte do nddoby
s ledovou tfiSti.

2) Dle ,reak¢éniho schématu* napipetujte do mikrozkumavek jednotlivé komponenty reakce.
Pracujte rychle, ale velmi opatrn€ tak, abyste do reakce nezanesli Zadné necistoty, které by
poskodily priibéh reakce. VSechny roztoky uchovavejte stile v nddobé¢ s ledovou tiisti.

3) Po naneseni posledni komponenty smés jemné¢ promichejte Spi¢kou pipety.

4) Komponenty promichejte jemnym pohybem vyndejte z mrazdku restriktdzu a v mrazicim
blocku ji pfineste k ostatnim komponentam. Restriktazu nechejte v blo¢ku, nedavejte ji do
ledové tfiste.

5) Opatrné napipetujte restriktazu a vyslednou smés jemné promichejte Spickou pipety.

6) Restriktdzu ihned uschovejte v mrazdku na -20 °C. RovnéZ zbylou vodu, pufr, a DNA
ulozte zpét do -20 °C.

7) Reakeni smés pieneste do termostatu vytemperovaného na 37 °C.

8) Inkubujte po dobu 1,5 hodiny.

9) Reakci zastavte pridinim 6x GLB pufru (sloZeni viz cvic¢eni Elektroforéza nukleovych
kyselin v agar6zovém gelu) v poméru vzorek : 6 x GLB=5:1

10) Proved’te kontrolu S§tépeni v 3,0% agar6zovém gelu (viz cviceni Elektroforéza nukleovych
kyselin v agar6zovém gelu).

Reakéni schéma (objemy jsou uvedeny v pl):

Komponenta MnozZstvi
NEB pufr 4 (10x) 2,0 ul
BSA (10x) 2,0 ul
restriktdza NlaIV (10 U/ul) 1,0 ul
PCR produkt (asi 100 ng/ul) 15,0 pl
Celkem 20,0 ul
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Vyhodnoceni

alela pocet fragmenti bp
nestandardni homozygot 2 130 a 39
3020insC/3020insC
heterozygot 3 168, 130 a 39
wild-type/3020insC
standardni homozygot 1 168

wild-type/wild-type

Dalsi informace k této problematice najdete v

Ogura Y. et al. 2001: A frameshift mutation in NOD2 associated with susceptibility to Crohn's
disease. Nature 411: 603-606.

Hugot J.-P. et al. 2001: Association of NOD?2 leucine-rich repeat variants with susceptibility

to Crohn's disease. Nature 411: 599-603.

Kontrolni otazky a piiklady

1) Napiste sekvenci nukleotidi v amplikonu ziskaného amplifikaci standardni alely

2) Napiste sekvenci nukleotidii v amplikonu ziskaného amplifikaci nestandardni alely a

vyznacte v ni pozici restrikéniho mista pro restriktazu NlalV

3) Napiste sekvenci aminokyselin v misté inserce a ddle po sméru translace pro standardni a

nestandardni alelu. Porovnejte rozdil.
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Detekce polymorfismu v genu pro TMPT (thiopurin S-methyl transferaza)

metodou real-time PCR
(cviceni ¢. 12)

Uvodni slovo

TMPT se podili na metabolismu thiopurinovych 1é¢iv (6-merkaptopurin, azathioprin)
pouzivanych jako cytostatika ¢i imunosupresiva. Heterozygotni a homozygotni nositelé
nestandardnich alel maji sniZenou aktivitu TMPT, kterd ma za nasledek kumulaci aktivni latky
vorganizmu a projevim netolerance pii standardnim ddvkovacim schématu cytostatika.
Homozygotni nositelé standardni alely maji zvySenu (standardni - ovSem v literatuie se také
objevuje spojeni ,,standard or high* existuje ale 1 alela TPMT*1A (C-178T), kterd ma vyssi
aktivitu neZ ta standardn{) aktivitu TPMT a rychle odbouravaji t¢innou latku; to vede k riziku
relapsu nddorového onemocnéni.

Metoda vyuziva tzv. ,real-time* PCR, co je kombinované proviadéni DNA amplifikace
a detekce cilové nukleové kyseliny souCasné v jedné zkumavce pomoci svételného signélu
s fluorofort. Fluorofory se navazuji na amplikony nebo jsou jimi znaceny hybridiza¢ni sondy.
V reakci dokazujici ptitomnost polymorfizmu (je pfitomna sekvence standardni alely a
sekvence nestandardni alely) je konkrétni alela asociovdna s fluorescenci konkrétniho
fluoroforu. Na zdklad¢ piitomnosti signdlii jednotlivych fluorescen¢nich latek (kvalitativni
stanoveni) je urCen genotyp. Real-time PCR umoZznuje také kvantitativni analyzu vzorku. Diky
vztahu mezi intenzitou zéfeni fluoroforu a mnozstvim k sondé komplementarni DNA, ktera jej
uvolni je, mozné stanovit kvantitativni mnoZstvi matrice vloZené do reakce (kvantitativni
PCR).

Cil cviceni
Detekovat polymorfizmus v genu pro TMPT ve vzorku DNA z lidské krve izolované ve
cviceni €. 1. Je moZno pouzit DNA izolovanou téZ z plasmy, spermatu, a jiného biologického

materidlu. Koncentrace DNA byla stanovena ve cviceni €. 4 nebo 5.

Seznam pfistroju

¢ termocykler StepOne
e pikofuga
¢ sada pipet o objemech 0,5-10 pl, 5-50 pl, 20-200 pl

Sekvence pouzitych sond

Sonda VIC 5" - CCAACTACACTGTGTCCCCGGTCTGCAAACCTGCATAAAATCATACATTTA - 3"

Sonda FAM 5" - CCAACTACACTGTGTCCCCGGTCTGGAAACCTGCATAAAATCATACATTTA - 3"
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Vlastni pracovni postup

Amplifikace

1) Pripravte si mikropipety (rozsah 50 az 200 ul, 5 az 50 ul, 0,5 az 10 ul), tfi druhy Spicek

s filtrem, PCR zkumavky, stojanek.
2) Nasad’te si rukavice.

3) Namichejte smés pro pét reakci smichanim nasledujicich komponent:

Komponenta Objem v pnl
1 reakce 6 reakci
Master mix (2X) 10,0 60,0
H,O 7,0 ~47,0
Assay mix (20X) 1,0 0,6
DNA 2,0 0,6

4) Smés rozdelte po 18 ul do ¢ty zkumavek.

Poznamka: Pripravili jste smés na 5 reakci, ovS§em v dusledku chyb pfi pipetovani vam

uZ asi na patou reakci smés stacit nebude.

5) Do jednotlivych smési pridejte nasledujici vzorky:

A =2 plizolované DNA
B =2 ul DNA standardniho homozygota

C =2 pl DNA nestandardniho homozygota
D =2 ul DNA heterozygota

N =2 ul deionizované vody — slouzi jako negativni kontrola

6) Uzaviete zkumavky a vloZte je do Step-One termocykleru.

7) Proved’te amplifikaci dle ndsledujictho programu:

Krok ¢. Teplota Doba
1 60 °C 30s
2 95 °C 10 min
3 95 °C 15s
4 60 °C 1 min
5 GOTO3 40x
6 60 °C 30s
7 10 °C nekonecny Cas
8 END

8) Po ukonceni procesu amplifikace program vyhodnoti data a na zdkladé fluorescence urci

genotyp
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Vyhodnoceni
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Dalsi informace k této problematice najdete v

Yates C. R. et al.1997: Molecular diagnosis of thiopurine S-methyltransferase deficiency:
Genetic basis for azathiopurine and mercaptopurine intolerance..Ann. Intern. Med. 126: 608-
614

Podrobny popis metodiky najdete na www.appliedbiosystems.com

Kontrolni otazky a piiklady

1) Popiste zdkladni princip kvalitativniho a kvantitativniho stanoveni genotypu pomoci real-
time PCR
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Poznamky
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Elektroforéza nukleovych Kkyselin v agarézovém gelu
(cviceni ¢. 13)

Uvodni slovo

Elektroforéza v agar6zovém gelu je standardni metoda pro déleni, identifikaci a
purifikaci fragmentdl DNA. Touto relativné jednoduchou metodou je mozné rozdélit i
komplexni smési fragmenti DNA, které nelze rozdélit jinymi zpisoby, naptiklad centrifugaci
v hustotnim gradientu. Kromé toho je pii elektroforéze mozné piimo sledovat jak polohu
jednotlivych fragmenti a tim stanovit jejich velikost, tak diky fluorescenci po ,,obarveni*
ethidiumbromidem odhadnout 1 jejich koncentraci.

Princip elektroforézy spociva v protlacovdni fragmenti DNA (nebo v principu
jakychkoli jinych makromolekul) rozpusténych v tekutém prostiedi ve stejnosmérném
elektrickém poli molekulovym sitem, ktery tvoii gel agar6zy. Chemicka struktura agar6zy, to
jsou stiidajici se zbytky D-galaktozy a 3,6-anhydro-L-laktézy, vzdjemné spojené stiidavé
vazbami B-1-4 a o-1-3.

Elektroforetickou pohyblivost ovliviiuje fada faktorii. Zdkladni silou, kterd urcuje
pohyb DNA je skutecnost, Ze soucdsti struktury DNA jsou zbytky kyseliny fosfore¢né, které
davaji molekule DNA celkovy zdporny naboj. Proto DNA putuje ve stejno-
smérném elektrickém poli od zdporného ke kladnému po6lu. Rychlost pohybu DNA
v elektrickém poli vSak neni dadna velikosti naboje, ale pfedevSim jejimi rozmeéry. Linearni
fragmenty DNA se pohybuji rychlosti, kterd je nepfimo imérnd logaritmu jejich velikosti.
Dalifm dtlezitym faktorem je koncentrace agarézového gelu. Cim je vys$si koncentrace
agardzy, tim hust$i je sit’, kterou musi fragmenty DNA prochdzet. Existuji rizné komercné
dostupné druhy agardéz, ale obecné plati, Ze na béZném agar6zovém gelu (pouZivaji se
koncentrace 0,6% az 3,0%) lze uspéSné rozdélit fragmenty o velikostech od 100 bp do
20000 bp (20 kbp). Vétsi fragmenty vyzaduji jiné usporaddni, tzv. pulsni gelovou
elektroforézu. RovnéZ konformace DNA ma vliv na jeji pohyb. Jinou rychlosti se pohybuji
kompaktni struktury CCC plasmidové DNA, jinou jeji OC formy a jinou linedrni fragmenty.
Kromé toho je elektroforéza ovliviilovdana intenzitou elektrického pole, sloZzenim
elektroforetického média (pufru) a teplotou. V tomto cviceni provedete elektroforézu ve 2%
agar6zovém gelu, v tris-bordtovém pufru pii laboratorni teploté pii napéti 10 V/cm gelu
(optimdlni je 5 V/cm).

DNA je v gelu detekovana po ,,obarveni ethidiumbromidem. Ethidiumbromid, ktery
ma plandrni strukturu se vmezefuje mezi baze v nukleové kyselin€. Po ozafeni kratkovlnnym
ultrafialovym zarenim fluoreskuje Cervenym svétlem o vinové délce 590 nm a to je moZno
zachytit fotografickym zafizenim. Ethidiumbromid vmezefeny v DNA zaii asi 80x intenzivnéji
nez ve volném stavu.

Cil cviceni
Detekovat amplifikacni produkty z ptedchozich cviceni.

Seznam pfistroju

vahy s vdzivosti +/- 0,1 g

aparatura pro elektroforézu
mikrovlnnd trouba

sada pipet o objemech 10, 50 a 200 ul
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Ptiprava gelu

1) Piipravte 1 litr 0,5xTBE pufru ze zakladniho roztoku SxTBE.

2) Zméite velikost gelu, jehoZ vySka musi byt 6 mm.

3) Spocitejte objem gelu a navazku agardzy na 2% gel.

4) Navazku agarézy vsypte do Erlenmeyerovy baiiky o objemu alesponi 2x vét§Sim, nez je
uvazovany objem gelu.

5) Odméite objem 0,5xTBE pufru a nalijte do Erlenmeyerovy bariky s agarézou.

6) Vynulujte vahy s Erlenmeyerovou bankou.

7) Dokonale rozvaite agar6zu v mikrovlnné troub¢, tzn. za pribéZného michéani privést
3 az 4x k varu. Pozor na utajeny var !

8) Znovu zvazte Erlenmeyerovu baniku s rozvafenou agar6zou a tibytek hmotnosti dopliite
destilovanou vodou.

9) Zchlad’te rozvatfenou agarézu na teplotu 50 az 60 °C (odhadem).

10) Pridejte roztok ethidium bromidu (0,15 mg/ml) v mnoZstvi stanoveném podle objemu
gelu. Plati, Ze mnozstvi pfidaného objemu roztoku ethidiumbromidu v mikrolitrech musi
byt stejné jako objem gelu v mililitrech.

11) V pribéhu zchlazovani agarézy upevnéte matrici pro tvorbu komirek (hiebinek) do
nalévaci aparatury. Dolni okraj hiebinku se nesmi dotykat dna - optimdlni je vySka 1mm
nad dnem. Nalévaci aparatura musi byt umisténa na vodorovné podlozZce.

12) Ochlazenou agarézu nalijte po opatrném ale dikladném zamichédni do nalévaci
aparatury, Cistou Spi¢kou odstrante piipadné bubliny.

13) Nechte gel zatuhnout (asi 30 min.).

14) V priibéhu tuhnuti nalijte elektroforeticky pufr do elektroforetické vany.

15) Po zatuhnuti gelu vlozte nalévaci aparaturu véetné hiebinku do elektroforetické vany.

16) Tahem kolmo vzhiiru vyjméte hiebinek.

17) Zkontrolujte neporusenost komiirek pro nandseni vzorku.

18) Zkontrolujte vySku hladiny pufru nad gelem — musi byt alespot Imm nad gelem.

Naneseni vzorkd, elektroforéza

1) Upravte polohu ¢erné félie pod nanaSeci komtirky.

2) Do vzorku po PCR napipetujte koncentrovany nandSeci pufr (6 x GLB) v poméru
vzorek : 6 x GLB=5:1.

3) Pipetou naneste 10 pl smési do komurek pod hladinu elektroforetického pufru.

4) Ptipojte elektroforetické kabely k vané, zasuiite bezpecnostni kryt a pfipojte kabely ke
zdroji - Cerny kabel k zapornému pdlu, Cerveny kabel ke kladnému polu. Pozor na
spravnou orientaci vany. DNA putuje od minus k plus pélu!

5) Proved'te elektroforézu pii 10 V/cm gelu.

6) Po 5 minutich zkontrolovat pribéh elektroforézy, zejména spravny smeér pohybu
detekeni barvi¢ky (bromfenolova modr) obsazené v 6 x GLB pufru.

7) Poté, co detekéni barvicka dosdhne asi 2/3 gelu (nebo ubéhne piedepsana doba po kterou
se ma elektroforéza provadét, coz je vnaSem piipadé asi 30 min.), ukoncete
elektroforézu.

8) Odpojte elektrické kabely od zdroje.

9) Nasad’te si rukavice.

10) Odsuiite bezpecnostni kryt z elektroforetické vany.

11) Pfeneste gel na UV-translumindtor, proved’te vizudlni kontrolu gelu, piipadné
vyfotografujte na dokumenta¢nim zafizeni.
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Dalsi informace k této problematice najdete v

Sambrook J. a Russell D. 2001: Molecular cloning. A laboratory Manual. Cold Spring Harbor
Laboratory Press.

Slozeni roztoku

5 x Tris-boratovy pufr (5xTBE pufr)

(0,089M tris-borat/0,089M kyselina boritd/0,002M EDTA)

1) Navazte a postupné rozpustte v 900 ml destilované vody 54 g trishydroxymethyl-aminomethanu a
27,5 g kyseliny borité.

2) Pridejte 20 ml 0,5M EDTA (pH 8,0).

3) Dopliite objem na 1 000 ml v analytické odmérné baiice.

4) Prelijte roztok do 1 000 ml 1dhve se Sroubovacim uzavérem.

5) Skladujte pii 4 az 8 °C, pfi tomto zpusobu skladovani mozno pouzivat 6 mésicu.

Z4sobni roztok ethidiumbromidu (10 mg/ml)

Ethidiumbromid je Cervend krystalickd latka. Je to mutagen a karcinogen, proto je nutné pii jakékoli
manipulaci s touto latkou nebo roztoky, které ethidiumbromid obsahuji, pracovat v rukavicich a
dodrzovat zasady manipulace s mutageny a karcinogeny !

1) Na analytickych vahach navazte 100 mg krystalického ethidiumbromidu do umélohmotné zkumavky
s uzavérem.

2) Pridejte 10 ml destilované vody.

3) Po rozpusténi ethidiumbromidu skladujte roztok pti laboratorni teploté ve tmé, moZno skladovat po
dobu 5 let.

NandSeci elektroforeticky pufr s barvickou (6 x GLB)

Pufr se pfipravuje v Sestindsobném zahusténi, obsahuje detek¢ni barvicku bromphenol blue.

1) Na analytickych vahach navazte 0,5 g bromfenolové modfi

2) Rozpust'te v 50 ml 1 x TBE pufru.

3) Pridejte 50 ml glycerolu.

4) Dopliite objem do 200 ml pomoci 1 x TBE pufru v analytické odmérné barice.

5) Sterilizujte v prehiaté pare pii 112 °C/30min.

6) Cast roztoku po 1 ml sterilné rozpipetujte do sterilnich 1,5 ml mikrozkumavek typ ,JEppendorf™.
7) Rozpipetované davky a zbytek uskladnéte pii 4 aZ 8 °C, Ize skladovat po dobu 10 let.
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Kontrolni otazky a priklady

1) Zavislost velikosti DNA na elektroforetické neni linedrni. V urcitém zjednoduSeni miZe byt
vyjadiena logaritmickou funkci. Stanovte délku amplifika¢niho produktu z obrazku

vysledné elektroforézy.

START

Standard A B C D

Velikost standardu

A =500 bp
B = 400 bp
C =300 bp
D =200 bp
E = 100 bp

Navod feSeni:

Elektroforetickd pohyblivost

29,0 mm
32,5 mm
35,5 mm
38,0 mm
45,0 mm

Elektroforeticka
pohyblivost
amplikonu = 34,0 mm

Vyneste hodnoty pfirozeného logaritmu velikosti standardi a elektroforetické pohyblivosti do
grafu a z ného pak odectéte velikost amplikonu.

kde

N = elektroforeticka pohyblivost v cm

X = velikost DNA fragmentu v bp

N=InX

2) Jaka je vysledna koncentrace ethidiumbromidu ve Vami pfipraveném agar6zovém gelu?

3) Kolik ml zdsobniho roztoku ethidiumbromidu (10mg/ml) pouZijete pro pfipravu 100 ml
roztoku o koncentraci 0,15 mg/ml?
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Izolace DNA z agarézového gelu
(cviceni ¢. 14)

Uvodni slovo

Béhem PCR reakce vznikaji v malém mnozstvi 1 nespecifické amplikony. Pro nékteré
aplikace (in vitro translace, klonovéani) je nutné ziskat potfebné useky DNA ve velmi Cisté
podobé, bez piimési nespecifickych amplikonli a v roztoku, ktery by neinhiboval ndsledné
reakce. Po rozdé€leni produktii takové PCR reakce v agar6zovém gelu, je moZzné poZadovany
fragment DNA (amplikon) z gelu vyfiznout a izolovat ho. K tomuto dcelu byly vyvinuty
komer¢né€ dostupné soupravy, které to umoznuji. Zakladem je pufr, ktery rozpusti agarézu a
uvolni tak DNA do roztoku. Nésleduje navdzdni DNA na kolonku, jeji promyti a eluce do
pozadovaného roztoku. Takto izolovany PCR fragment je velmi Cisty, bez pfitomnosti
nespecifickych produktl a soli.

Cil cviceni
Izolovat PCR amplikon z agar6zového gelu.

Seznam pfistroju

e sada pipet o objemech 10, 100 a 1000 pl
¢ suchy termoblok
¢ centrifuga na 1,5 ml mikrozkumavky s otackami do 14.000 rpm (20.000 g)

Vlastni postup

1. Vyiiznéte DNA fragment z gelu pomoci skalpelu. Odstrafite co nejvice nadbytecné
agardzy.

2. Zvazte kousek gelu v mikrozkumavce a piidejte 3 objemy QG pufru na 1 objem gelu
(100 mg = 100 ul).

3. Inkubujte 10 min. pi1 50 °C (nebo dokud se gel nerozpusti). Pro urychleni rozpousténi,
vortexujte vzorek kazdé 2-3 min.

4. AzZ se gel rozpusti, pfidejte 1 objem gelu (100 mg = 100 ul) isopropanolu ke vzorku a
zamichejte (pokud ma fragment velikost 500 az 4 000 bp, je moZné tento krok pieskocit).

5. Naneste vzorek do kolonky a centrifugujte 1 min/ 10 000 g. Maximalni kapacita kolonky je
800 ul, pokud je objem vzorku vétsi, opakujte krok 5 se zbytkem vzorku na stejné kolonce.

6. Odstraiite proteklou fazi a vrat'te kolonku zpét do sbérné zkumavky.

7. Ptidejte 500 ul QG pufru do kolonky a centrifugujte 1 min/ 10 000 g. V tomto kroku se
odstrani veskeré zbytky agar6zy.

8. Odstranite proteklou fazi a vrat'te kolonku zpét do sbérné zkumavky.

9. Piidejte 750 pl PE pufru do kolonky a centrifugujte 1 min/ 10 000g.

10. Odstrante proteklou f4zi a vratte kolonku zpét do sbérné zkumavky.

11. Centrifugujte 1 min/ pfi maximélnich otackach pro odstranéni rezidualniho alkoholu z PE
pufru.

12. Umistéte kolonku do ¢isté 1,5 ml mikrozkumavky.

13. Naneste 50 ul EB pufru na stted membranky a centrifugujte 1 min/ 10 000 g.

14. PopiSte zkumavku a uchovejte vzorek s ¢istym PCR amplikonem.
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Dalsi informace k této problematice najdete v

Sambrook J. a Russell D. 2001: Molecular cloning. A laboratory Manual. Cold Spring Harbor
Laboratory Press.

Kontrolni otazky a priklady

1) Spocitejte jaké pretiZeni pusobi na dn€¢ zkumavky na materidl, jestliZe jste na vasi centrifuze
pouzili maximélni otadcky (krok 11. ndvodu), tj. 14 000 rpm. Polomér rotoru je 7 cm.
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Izolace RNA z mysi tkané
(cviceni ¢. 15)

Uvodni slovo

Typicka sav¢i buiika obsahuje pfiblizné desitky fg (femtogrami) RNA. Z toho 80-85 %
tvofi ribozomovd RNA (28S, 18S, 5,8S a 5S). Zbylych 15-20 % sestivd z rozli¢nych
nizkomolekuldrnich druhd, tj. transferovych RNA a malych jadernych RNA. Tyto druhy RNA
jsou charakteristické definovanou velikosti a specifickymi sekvencemi, proto je lze izolovat
v pomérné Cisté form€ pomoci gelové elektroforézy, centrifugaci v hustotnim gradientu,
iontoméni¢ovou nebo vysokotlakou kapalinovou chromatografii.

Naproti tomu medidtorovda RNA, mRNA, kterd tvoii 1 az 5 % celkové bunééné RNA
pfedstavuje heterogenni skupinu molekul jak z hlediska velikosti (n€kolik set az mnoho
kilobazi), tak sekvenci. VétSina eukaryotické mRNA ale nese na svém 3”-konci dseky polyA
diky kterym lze mRNA purifikovat afinitni chromatografii na oligo(dT) celul6ze.

ProtoZe ribéza obsahuje ve své struktufe hydroxylové skupiny v pozicich 27a 37, je
RNA chemicky mnohem reaktivn€j$i nez DNA a snadno se St€pi kontaminujicimi RNazami.
RNazy jsou enzymy, které hydrolyzuji diesterové vazby spojujici fosfat a zbytek ribozy.
ProtoZe jsou RNézy uvoliiovdny v pribéhu lyze buiiky a jsou také pfitomny na kiZi, je tfeba
byt velmi opatrni pii pfipravé roztokli a pomicek. RNazy jsou jednoduché enzymy slozené
z jediného polypeptidového fetézce, ktery navic obsahuje nékolik intramolekuldrnich
disulfidovych mustkl. Z téchto diivodi snadno renaturuji a jsou proto velmi odolné vici
denaturaci varem nebo slabymi denaturacnimi Cinidly. Nevyzaduji jako kofaktory dvojmocné
kationy a proto je, na rozdil od DNdz, nelze inaktivovat pomoci chelata¢nich Cinidel, naptiklad
problémiim s RN4dzami, je viibec jimi zpracovdvany materidl nekontaminovat.

Ptitomnost endogennich RN4z ma za nasledek rychlou degradaci mRNA, proto je tfeba
odebirané tkdn¢ co nejdiive zchladit, nejlépe na -70 °C. Rovnéz pii izolaci je tfeba pracovat pii
snizené teploté. Problémy s RNdzami se feSi pouZzitim inhibitordi RN&z. Existuji tfi druhy
téchto inhibitori:

1) Diethylpyrokarbonat (DEPC), alkylacni Cinidlo, které se pouZivd k inaktivaci RNz
v pufrech a pomickédch pouZivanych k izolaci. ProtoZe poSkozuje i jiné proteiny a
RNA, nelze jej pouzit pii vlastni izolaci a purifikaci RNA a je nekompatibilni
s n€kterymi pufry (napiiklad Trisem, ...).

2) Vanadyl ribonukleozidové komplexy, analogy které se vdZou do aktivnich mist mnoha
RNdz a tim vétSinou kompletné¢ inhibuji jejich katalytickou aktivitu. Protoze
nemodifikuji RNazy kovalentné musi byt pfitomny po celou dobu extrakce a purifikace
RNA. Protoze ale inhibuji i RNA polymerdzy a translaci in vitro, je nutné je pired
poslednim krokem izolace odstranit (k tomu ucelu se pouziva nékolikandsobna extrakce
fenolem s ptidavkem 0,1% hydroxychinolinu).

3) Proteinové inhibitory RNaz, proteiny o molekulové hmotnosti pfiblizné 50 000.
Vyskytuji se v cytoplasmé prakticky vSech sav€ich tkani a ve velkém mnozstvi je lze
izolovat z placenty. V podminkdch in vivo tyto proteiny funguji jako inhibitory proteinti
patficich k superrodiné¢ pankreatickych RN&4z, zejména angiogeninu. Proteinové
inhibitory RN4z pisobi specificky, neovliviiuji jiné procesy v buiice a neinteraguji
s jinymi slozkami pii izolaci RNA. ProtoZe s RN4dzami netvoii kovalentni komplexy,
nemohou byt pouZity v piitomnosti denaturacnich c¢inidel, jako jsou SDS nebo
guanidin, které se pouZivaji v prvnich krocich izolace RNA, ve vSech dalSich krocich
purifikace jsou uz vSak ucinné. Fenol je nici.
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Cil cviceni

Izolovat medidtorovou RNA z riznych tkdni mysi.

Seznam pfistroju

laboratorni vidhy

tfeci miska (sterilni, RNase-free)
mikrozkumavky (sterilni, RNase-free)

zI&Stni sada pipet pouZivand pouze k izolaci RNA
skalpel (sterilni, RNase-free)

centrifuga na mikrozkumavky

nadoba s ledem

vortex

Piiprava sterilniho ¢i RNase-free materialu

Treci misku 1x proplachnéte roztokem RNaseZapu (Ambion, USA), 2x proplachnéte destilovanou ¢i
DEPC vodou, ususte, zabalte do alobalu a sterilizujte v susarné 2hod/200 °C.

Cisty skalpel 1x proplichnéte roztokem RNaseZapu (Ambion, USA), 2x proplachnéte destilovanou ¢i
DEPC vodou, ususte, zabalte do alobalu a sterilizujte v su§arn€ 2hod/200 °C

Vlastni pracovni postup

K izolaci pouzijte komercni soupravu RNeasy Mini Kit (QIAGEN).

1)

2)

3)
4)

5)

6)

7)

8)

9)

Cerstvou tkai & tkan zmraZzenou na -70 °C vloite do nadoby s ledem, sterilnim
skalpelem ufiznéte kousek potiebné velikosti (minimdlné 0,5x0,5cm) a pieneste do
mikrozkumavky.

Na laboratornich vahidch ptedvazte prdzdnou mikrozkumavku, vynulujte védhy, poté
vymeénte za mikrozkumavku obsahujici tkan a zjistéte hmotnost kousku tkéné.

Tkan pteneste do sterilni tfeci misky a homogenizujte v prostfedi tekutého dusiku.
Pridejte 350 pl lyzaéniho roztoku RLT s pfidavkem [-merkaptoethanolu (10 pl
B-merkaptoethanolu na 1ml roztoku RLT). Roztok obsahuje inhibitory RN4z.

Preneste lyzat do kolonky QIAshredder a centrifugujte po dobu pii 14 000 g pfi
laboratorni teploté po dobu 2 min. Tim dojde k dokonalé homogenizaci vzorku.
Odstranite kolonku a k lyzatu pfidejte 350 pl 70% ethanolu, promichejte pipetovanim.
Dojde k vysrdzeni RNA, kterou pak zachytite na filtru (krok 7). Po pfidani ethanolu se
muze vytvorit precipitit, na kone¢ny vysledek to vSak nema vliv.

Preneste 700 pul vzorku, vcetné piipadného precipititu, na kolonku ,RNeasy mini
column*.

Centrifugujte pfi 8 000 g pfi laboratorni teplot€ po dobu 15 sekund. Odstrante fazi, ktera
protece na dno jimaci zkumavky. Na filtru zachycenou RNA nyni promyjete né€kolika
roztoky.

Na filtr kolonky napipetujte 700 pl pufru RW1 a centrifugujte pti 8 000 g pti laboratorni
teploté po dobu 15 sekund. Odstrante f4zi, kterd protece na dno jimaci zkumavky.

10) Pieneste kolonku do nové jimaci zkumavky. Na filtr kolonky napipetujte 500 pl pufru

RPE a centrifugujte pii 8 000 g pii laboratorni teplot€¢ po dobu 15 sekund. Odstrante
fazi, kterd protece na dno jimaci zkumavky. Upozornéni! Pfi prvnim pouZiti pufru RPE
do néj nezapomeiite piidat ethanol podle doporuceni vyrobce.
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11) Opakujte promyti, tj. na filtr kolonky napipetujte 500 pl pufru RPE a centrifugujte pfi
8 000 g pfti laboratorni teploté, tentokrat po dobu 2 min. Odstrante fazi, kterd proteCe na
dno jimaci zkumavKky.

12) Filtr v kolonce musi v kroku 11) dokonale vyschnout. Proto je vhodné vlozit kolonku do
nové jimaci zkumavky a centrifugovat pii 14 000g pfi laboratorni teploté, tentokrit po
dobu 1 min

13) Pieneste kolonku do nové zkumavky (RNase-free) a piimo na filtr napipetujte
30 az 50 ul RNase-free vody. Centrifugujte ptfi 8 000 g pfi laboratorni teploté po dobu
I min. RNA je na dné zkumavky, uskladnéte ji pfi -70 °C.

Dalsi informace k této problematice najdete v

Sambrook J. a Russell D. 2001: Molecular cloning. A laboratory Manual. Cold Spring Harbor
Laboratory Press.
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Kontrolni otazky a priklady

1) Jedna sav¢i buiika obsahuje 100 fg RNA. Kolik je to ribonukleotidi? Jeden ribonukleotid
ma molekulovou hmotnost ptiblizné¢ 360.

2) Koncentraci RNA lze podobné jako koncentraci DNA stanovit spektrofotometricky. Plati
pfevodni vztah, Ze sSRNA md koncentraci 40 pg/ml, jestlize OD,gp v 1cm kyveté je rovna
1,0. Piepoctéte tento idaj na molaritu.

3) Jaka je kdédovaci kapacita (uved’te v poctu aminokyselin) molekuly mRNA, kterd ma

molekulovou hmotnost 108 000. Predpokladejte, Ze vSechny nukleotidy v molekule této
mRNA se uplatni pii tvorbé kodont, zanedbejte regulacni oblasti.
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Zpétna transkripce a priprava cDNA genu pro G3PDH

(cviceni ¢. 16)
Uvodni slovo

Zpétna transkripce pomoci oligo dT umoziuje pfepis vSech mRNA vlaken do
odpovidajicich cDNA. Ke zjisténi, zda zpétnd transkripce probéhla, je tieba provést amplifikaci
na néktery housekeeping gen (vyskytuje se ve vSech tkdnich u velkého mnoZstvi organismil).
Jednim z takovychto genil je gen pro G3PDH (glyceraldehyd-3-fosfat-dehydrogenaza), ktery
po amplifikaci dava fragment o velikosti 983 bp. V ptipad¢ pozitivniho vysledku na G3PDH
lze predpokladat, Ze zpétna transkripce probéhla v pofddku a testované vzorky lze podrobit
dal$im pokustim.

Cil cviceni
Ptipravit cDNA a amplifikovat G3PDH z celkové RNA izolované ve cvi€eni €. 11.

Seznam pfistroju

vodni lazen

nadoba s ledem

chladici blocek na -20 °C

pikofuga

mikrozkumavky (sterilni, RNase-free)
umélohmotné Spicky na pipety (sterilni)
termocykler

Vlastni pracovni postup

1. Priprava cDNA
K piipravé cDNA pouZijte komer¢ni soupravu ,,Advantage RT-for-PCR Kit* (Clontech)

1) Pfedehiejte vodni lazen na 70 °C.

2) Piipravte si vanic¢ku s ledem.

3) Vytdhnéte z mrazdku komponenty soupravy ,,Advantage RT-for-PCR Kit*, tedy DEPC-
treated water, Oligo dT primer — 20 uM, 5x Reaction buffer, Recombinant Rnase
inhibitor - 40 U/ul, dNTP mix (10 mM each), Control RNA — 1 ug/ul , ulozte vSe na led
a nechejte rozmrznout.

4) Vytdhnéte izolovanou RNA (rozpusténou ve vod¢) z -70 °C, uloZte na led a nechejte
rozmrznout.

5) Po rozmraZeni v§ech komponent je vSechny kratce stocte na pikofuze a vrat'te na led.

6) Do 0,5ml PCR zkumavky, oznacené V (jako VZOREK) napipetujte 0,2-1 pg RNA
(celkovy objem musi byt 12,5 pl, chybéjici mnozstvi doplite vodou).

7) Do dalsi zkumavky oznafené pismenem K (jako KONTROLA) napipetujte 1 pl
,Control RNA* a 11,5 pl vody. Tato zkumavka slouzi jako pozitivni kontrola zpétné
transkripce).
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8) Do obou zkumavek piidejte 1 pl 20uM ,,0Oligo dT primeru®, promichejte pipetovanim
(Spicka s filtrem) a stocte ptipadné kapky, které by vznikly na sténéch zkumavek.

9) Smés RNA s,,0ligo dT primery* zahfejte ve vodni 1dzni na 70 °C/2 min. a rychle
pfeneste zpét na led.

10) Déle piidejte: 4 pl 5x Reaction bufferu, 1 pl 10 mM dNTP, 0,5 pl Recombinant RNase
inhibitoru, promichejte pipetovdnim (Spicka s filtrem) a sto€it ptipadné kapky, které by
vznikly na sténach zkumavek.

11) Z mrazéku vytahnéte ,, MMLYV reverse transcriptase® a udrzujte ji na chladicim blocku.

12) Pridejte 1 pl ,,MMLYV reverse transcriptase‘ ke smeési a promichejte pipetovanim.

13) Reak¢éni smési vlozte do termocycleru a spustte program RT (inkubace 42 °C/1 hod.,
zahrati 94 °C/5 min.)

14) Po skonceni programu vyjméte reakéni smési a krétce stocte na pikofuze.

15) Ziedte cDNA piiddnim 80 ul DEPC vody a promichejte pipetovanim (Spicka s filtrem).

16) Rozpipetujte cDNA do malych PCR zkumavek po 10 pl, popiste a ulozte do -70 °C.

17) cDNA urcenou k okamzitému pouziti ihned ulozte na led.

2. Kontrola pribéhu zpétné transkripce — priprava genu pro G3PDH amplifikaci

Pouzité primery

Komer¢ni primery ze soupravy , Advantage RT-for-PCR Kit“ (CLONTECH), primery
poskytuji amplikon o velikosti 983 bp.

Vlastni pracovni postup

1) Pripravte si mikropipety (rozsah 50 az 200 ul, 5 az 50 ul, 0,5 az 10 ul), tfi druhy Spicek
s filtrem, PCR zkumavky, stojanek.

2) Nasad’te si rukavice.

3) Namichejte smés pro ¢tyfi reakce smichdanim ndsledujicich komponent:

Komponenta Objem v pl
1 reakce 4 reakce
Taq Master Mix (QIAGEN) 25,0 100,0
Voda deionizovana 14,6 68,4
Primer F (100uM) 0,2 0,8
Primer R (100uM) 0,2 0,8

4) Smés rozdelte po 40 pl do ctyf zkumavek.
Poznamka: Pfipravili jste smés na 4 reakce, potiebujete 3 reakce, zbytek smési zlistane
nevyuzit.
5) Do jednotlivych smési pfidejte nasledujici vzorky:
A =10 pl cDNA ze vzorku V
B =10 pl cDNA ze vzorku K
N = 10 pl deionizované vody.
6) Uzaviete zkumavky, fddn¢ je popiste a vlozte do termocykleru.

63



7) Proved’te amplifikaci dle ndsledujictho programu:

Krok €. Teplota Doba
1 94 °C S min
2 94 °C 45s
3 60 °C 45s
4 72 °C 2 min.
5 GOTO?2 25x
6 72 °C 7 min
7 10 °C nekoneCny Cas
8 END

8) Po ukonceni programu proved'te elektroforézu v 1% agar6zovém gelu (viz cviceni €. 10).

Dalsi informace k této problematice najdete v

Sambrook J. a Russell D. 2001: Molecular cloning. A laboratory Manual. Cold Spring Harbor
Laboratory Press.

Advantage RT-for-PCR Kit. Manudl firmy BD Biosciences, USA.
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Kontrolni otazky a priklady

1) Jedna jednotka zpétné transkriptizy z Moloney Murine Leukemia Viru (M-MuLV)
inkorporuje 1 nmol dTTP do struktury DNA na RNA matrici za 10 minut pii 37 °C. Za
piedpokladu, Ze podobnou rychlosti inkorporuje ostatni deoxyribonukleotidy stanovte
rychlost v nukleotidech za sekundu.

2) S jakou Cetnosti se na nahodilé sekvenci mRNA muze vyskytovat specificky hexanukleotid?
3) UvaZzujte rychlost syntézy DNA zpétnou transkriptdzou podle zadéani v dloze €. 1. Kolik pl
zpétné transkriptdzy ze zasobniho roztoku o koncentraci 20 000 U/ml pouzijete k piipravé

molekul DNA o primérné délce 500 nukleotida tak, aby teoreticky vytézek pii 10%
ucinnosti syntézy ¢inil 500 ng DNA?
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Piiprava rekombinantniho genu pro lidsky leptin amplifikaci
(cviceni ¢. 17)

Uvodni slovo

Mechanismus, kterym je vyvazovan piijem potravy a vydej energie, urCuje, kdo bude
obézni a kdo Stihly. Jednim z hormoni, které reguluji energetickou rovnovéhu, je produkt genu
ob - leptin. Nazev proteinu - leptin - pochézi z feckého slova leptos = tenky. Mutace v genu ob
ma u mysi za ndsledek extrémni obezitu a diabetes typu II jako soucdst syndromu, ktery se
podoba morbidni obezité u lidi.

Leptin je fazen mezi cytokiny s helikdlni strukturou skupiny TNF (tumor necrosis
factor). Funguje v signdlni drdze vedouci od adip6zni tkan¢ do hypothalamu, kde plsobi na
regulaci mnozstvi télniho tuku. Hlavnim mistem exprese leptinu je bila tukova tkan, velmi
slaba exprese byla zjiSt€éna v hnédé tukové tkdni. Leptin je dédle exprimovan v placent¢,
bunkdch granulosy preovulacniho folikulu, v ovocytu a v mensi mife 1 v jinych tkéanich.

Prvnim a hlavnim dc¢inkem leptinu je piisobeni pies specifické receptory umisténé v
CNS (v hypotalamu) a v periférnich tkanich. Leptin omezuje pifjem potravy a zvySuje
energeticky vydej, plisobi tedy jako lipostat. Leptin uz dnes vétSina védecké obce pfijimé jako
klicovou komponentu lipostatu, teoretického fyziologického mechanismu, ktery kontroluje
adipositu. ZjednoduSené¢ feCeno, leptin signalizuje mnoZstvi tukové tkané¢ centrdlnimu
nervovému systému. Pfimo inhibuje koncentraci vnitrobunécnych tuki omezovanim syntézy
mastnych kyselin a triglyceridii a sou¢asnym zvySovanim oxidace lipida. Leptin hraje dlohu
také v reprodukci, regulaci nastupu puberty, pii anorexii a bulimii a fad¢ poruch, které souvisi
S VyZivou.

Gen pro lidsky leptin byl objeven v roce 1994. Je lokalizovdn na chromozému 7 v
pozici 7q31.3, je dlouhy 650 kbp a obsahuje 3 exony odd¢lené 2 introny. Prvni intron, dlouhy
10,6 kbp se nachazi v nepieklddané oblasti na 5°-konci, 29 bp proti sméru transkripce od
iniciatniho kodonu ATG. Druhy intron je dlouhy 2,3 kbp. Exony maji délku 29, 172 a 4039 bp.
Oblast, na které dochdzi k iniciaci transkripce, se nachazi 54-57 bp proti sméru transkripce od
iniciatniho kodonu. Gen ob se pfepisuje do hnRNA dlouhé 4,5 kb, kterd je postranskripéné
upravovdna do mRNA dlouhé 504 bp. Alternativnim sestithem v misté glutamin +49 vznikaji
po translaci dvé varianty leptinu dlouhé 166 nebo 167 aminokyselin. Produkt translace ma
charakteristiky typické pro sekretované proteiny, po translaci je z pre-proteinu odStépeno 21
aminokyselin signdlni sekvence.

Cil cviceni

Pfipravit amplikon genu ob s pfipojenymi restrikénimi misty pro tcely klonovéni do
plasmidového vektoru.

Stanoveného cile dosdhnete dvoukrokovou amplifikaci. V prvnim kroku pfipravite tzv.
primarni amplikon, ktery presahuje kddujici sekvenci genu ob po obou stranich. Ve druhém
kroku z tohoto amplikonu pfipravite kratsi usek, tzv. sekundarni amplikon, ktery vymezuje
kodujici sekvenci a md pripojeny sekvence specifické pro dvé vybrané restrikéni endonukleazy.
Amplikon ziskany ve druhém kroku je vychozim materidlem pro klonovani (cviceni €. 14).

Jako vychozi materidl bude pouzita cDNA z lidské tukové tkdné€ nebo lidské placenty
dodavand firmou CLONTECH. cDNA je také moZno pfipravit z mRNA postupem popsanym
ve cvicenich €. 11 a 12.
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Seznam pfistroju

termocykler PTC-100
e pikofuga
e sada pipet o objemech 10, 50 a 200 pl

PouZzité primery

LEP-2:

5°-CTT CTT GGG AAG GAA AAT GC - 3~
LEP-530:

5°- GTA GAC TTG CAG GAA GAGTG -3~

Teémito primery je mozno ziskat primdrni amplikon o velikosti 548 bp

HLEP81KPN:

5-GCN NNG GTA CCC GTG CCC ATC CAA AAA GTC CA -3°
HLEP524XBA:

5°- GCN CTC TAG AGG TCA GCA CCC AGG GCT GAG GTC -3

Témito primery je mozno ziskat sekundarni amplikon o velikosti 462 vcetné piipojenych
restrikénich mist pro restriktdzy Kpn I a Xba 1.

Vlastni pracovni postup

Piiprava primarniho amplikonu

1) Pripravte si mikropipety (rozsah 50 az 200 ul, 5 az 50 ul, 0,5 az 10 ul), ti1 druhy Spic¢ek
s filtrem, PCR zkumavky, stojanek.

2) Nasad’te si rukavice.

3) Namichejte smés pro ¢tyfi reakce smichdanim ndsledujicich komponent:

Komponenta Objem v pl
1 reakce 4 reakce
Taq Master Mix (QIAGEN) 25,0 100,0
Voda deionizovana 14,6 68,4
Primer LEP-2 (100uM) 0,2 0,8
Primer LEP-530 (100uM) 0,2 0,8

4) Smés rozdelte po 40 pl do ctyf zkumavek.
Poznamka: Pripravili jste smés na 4 reakce, potiebujete 3 reakce, zbytek smési ziistane
nevyuzit.
5) Do jednotlivych smési pridejte nasledujici vzorky:
A =10 pl cDNA ze vzorku V
B =10 pl cDNA ze vzorku K
N = 10 pl deionizované vody.
6) Uzaviete zkumavky, fddn¢ je popiSte a vlozte do termocykleru.

67



7) Proved’te amplifikaci dle ndsledujictho programu:

Krok €. Teplota Doba
1 94 °C S min
2 94 °C 30s
3 58 °C 30s
4 72 °C 1 min.
5 GOTO?2 34x
6 72 °C 5 min
7 10 °C nekoneCny Cas
8 END

8) Po ukonceni programu proved'te elektroforézu v 1,5% agar6zovém gelu (viz cviceni €. 10).
Piiprava sekundarniho amplikonu

1) Pripravte si mikropipety (rozsah 50 az 200 pul, 5 az 50 ul, 0,5 az 10 ul), ti1 druhy Spic¢ek
s filtrem, PCR zkumavky, stojanek.

2) Nasad’te si rukavice.

3) Namichejte smés pro ¢tyii reakce smichanim nésledujicich komponent:

Komponenta Objem v pul
1 reakce 4 reakce
Taq Master Mix (QIAGEN) 25,0 100,0
Voda deionizovana 14,6 68,4
Primer HLEP81KPN (100uM) 0,2 0,8
Primer HLEP524XBA (100uM) 0,2 0,8

4) Smés rozdélte po 40 pl do ctyf zkumavek.
Poznamka: Pripravili jste smés na 4 reakce, potiebujete 3 reakce, zbytek smési ziistane
nevyuzit.
5) Do jednotlivych smési pridejte nasledujici vzorky:
A =5 pl primérniho amplikonu + 5 pl deionizované vody
B = 10 pl primarniho amplikonu
N = 10 pl deionizované vody.
6) Uzaviete zkumavky, fadné je popiSte a vloZte do termocykleru.
7) Proved'te amplifikaci dle stejného programu jako pro ziskani primdrniho amplikonu:
8) Po ukonceni programu proved'te elektroforézu v 1,5 % agar6zovém gelu (viz cviceni €. 10).

Dalsi informace k této problematice najdete v

Masuzaki H. et al. 1995: Human obese gene expression. Adipocyte-specific expression and
regional differences in the adipose tissue. Diabetes 44, 855-858.

Zhang Y. et al. 1994: Positional cloning of the mouse obese gene and its human homologue.
Nature 372, 425-432.
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Kontrolni otazky a priklady

1) V uvedené sekvenci aminokyselin pre-proteinu pro leptin vyznacte sekvenci signdlniho
peptidu. Kterou aminokyselinou pak za¢ind vlastni leptin?

MHWGTLCGFL WLWPYLFYVQ AVPIQKVQDD TKTLIKTIVT RINDISHTQS
VSSKQKVTGL DFIPGLHPIL TLSKMDQTLA VYQQILTSMP SRNVIQISND

LENLRDLLHV LAFSKSCHLP WASGLETLDS LGGVLEASGY STEVVALSRL
QGSLQDMLWQ LDLSPGC

2) Stanovte teplotu annealingu pro primery LEP2 a LEP530.

3) V uvedené sekvenci €asti genu ob vyznacte pozice primert LEP2, LEP530,
HLEP81KPN a LEP530XBA. Vyznacte také iniciacni a terminacni kodon.

1 gcttcttggg

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601

atcttttcta
tcaagacaat
aagtcaccgg
accagacact
aaatatccaa
gctgccactt
aagcttcagg
acatgctgtg
gcaagactac
catggacacc

aaggaaaatg
tgtccaagcect
tgtcaccagg
tttggacttc
ggcagtctac
cgacctggag
gccctgggece
ctactccaca
gcagctggac
gttaagggaa
cttatcagga

cattggggaa
gtgcccatcc
atcaatgaca
attcctgggc
caacagatcc
aacctccggg
agtggcctygg
gaggtggtygg
ctcagccctg
ggaacctggc
ctctgtcaat
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ccctgtgecgg
aaaaagtcca
tttcacacac
tccaccccat
tcaccagtat
atcttcttca
agaccttgga
ccctgagcag
ggtgctgagg
ttcaggtatc
tcctgactct

attcttgtgg
agatgacacc
gtcagtctcc
cctgacctta
gccttccaga
cgtgctggcce
cagcctgggg

gctgcagggg
ccttgaaggt

tccaggattg
ctag

a ¢asti primerd

ctttggccct

aaaaccctca
tccaaacaga
tccaagatgg
aacgtgatcc
ttctctaaga
ggtgtcctygg
tctctgcagg
cactcttcct
aagagcattg



Simultanni Stépeni amplikonu a vektoru
(cviceni ¢. 18)
Uvodni slovo
Jednou z mozZnosti, jak naklonovat gen do plasmidu, je rozst€pit plasmid a klonovany
gen restrikéni endonukledzou. Na obou molekuldch pak vzniknou dva konce, které je nasledné
mozno spojit ligazou. Pfitom z jednoho fetézce naSt€épené molekuly vy€niva fosfatova skupina,

druhy fetézec obsahuje 3°-OH skupinu (viz obrazek 14.1).

Obrazek 14.1: Struktura koncl plasmidu po rozstépent restriktdzou EcoR I:

Pti pouZiti jediného enzymu dochdzi pfi ligaci k pfednostnimu znovuspojeni konct na
plasmidu a uc¢innost klonovani je nizkd. To se obchdzi pouZitim fosfatdzy, kterd z konct
vzniklych restrikénim $tépenim odstrani fosfaty (viz obrdzek 14.2), ¢imz recirkulaci znemoZni.

Obrazek 14.2: Struktura koncl plasmidu po rozstépeni restriktdzou EcoR I a ptisobeni

fosfatazy:
ST G-OH HO - A-A-T-T-C .......... 3’
3 C-T-T-A-A - OH OH-G.......... 5

I takovy zplsob klonoviani md vSak nevyhodu spocivajici v tom, Ze miZe dojit
k naklonovani fragmentu v obou orientacich, pfi¢emz jen jedna zajiStuje spravnou transkripci a
ndslednou expresi rekombinantniho proteinu.

Pii tzv. orientovaném klonovani je vektor nasStépen dvéma rGznymi restriktdzami se
vzdjemn¢ nekompatibilnimi konci. Podobné je upraven fragment, ktery je do plasmidu vnésen.
Tento zpisob klonovani zajisti, Ze plasmid nebude ligaci recirkulovdn, a Ze gen bude
naklonovén ve spravné orientaci.

Restrikéni St€peni dvéma restriktdzami s sebou nese komplikaci v tom smyslu, Ze ne
vSechny restriktdzy Stépi ve stejném pufru a za stejné teploty. Proto je nutné bud’to zvolit
takové restriktazy, které Stépi za stejnych podminek, potom je mozné provést St€peni v jediné
reakci. Pokud restriktdzy Stépi za vzdjemné nekompatibilnich podminek, je nutné provést
postupné Stépeni, nejprve jednou a po prociSténi druhou restriktdzou. Jako prvni se pouziva
restriktaza, kterd $tépi v pufru s niZ8{ koncentrac{ iontd.

O tom, Ze restrik¢ni St€peni probéhlo je nesnadné se presveédcit. Velikost fragmentu
pfed St€penim a po Stépeni zlstdvd elektroforézou nerozliSitelnd. Jak ale vime z dlohy ¢&. 6, je
elektroforézou mozno odliSit CCC a L formu plasmidu. Proto budeme Stépit amplifikovany
fragment genu v jedné reakci s plasmidovou DNA. Rozstépeni plasmidu bude dobrym
indikatorem funkce enzymu a je tedy pravdépodobné, Ze enzym rozstepil 1 konce amplikonu.

Cil cviceni

Spojit ligaci vektor pTrxFus s amplikonem genu ob pfipravenym ve cviCeni €. 13. Plasmid
pTrxFus je jednim z vektorti pouzivanych pro expresni klonovani geni.
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Seznam pfistroju

sada pipet 0,5-10 pl, 5-50 pl, 20-200 pl

sada sterilnich umélohmotnych Spicek na pipety
sterilni umélohmotné Eppendorfky

vana s ledem

chladici blocek na -20 °C

biologicky termostat s nastavitelnou teplotou
pikofuga

Vlastni pracovni postup

1y

2)

3)

4)

5)
6)

7)
8)
9)

Z mrazdku -20 °C vyndejte plasmidovou DNA, vodu, pufr a vSechny komponenty nechejte
rozmrazit. Po rozmrazeni kratce centrifugujte kapicky roztokli ze st€én mikrozkumavek na
pikofuze a uloZte do naddoby s ledovou tfisti.

Dle ,reakéniho schématu‘ napipetujte do mikrozkumavek jednotlivé komponenty reakce.
Pracujte rychle, ale velmi opatrné tak, abyste do reakce nezanesli Zddné necistoty, které by
poskodily priibéh reakce. VSechny roztoky uchovavejte stile v nddobé¢ s ledovou tiisti.

Po naneseni posledni komponenty smés jemné promichejte Spickou pipety.

Vyndejte z mrazdku restriktdzy a v mrazicim blocku je pfineste k ostatnim komponentdm.
Restriktazu nechejte v blocku, nedéavejte ji do ledové tiiste.

Opatrné napipetujte restriktazy a vysledné smési jemné promichejte Spickou pipety.
Restriktazy ihned uschovejte v mrazdku na -20 °C. RovnéZ zbylou vodu, pufr, a DNA
ulozte zpét do -20 °C.

Reak¢ni smési pieneste do termostatu vytemperovaného na 37 °C.

Inkubujte po dobu 1 hodiny.

Reakci zastavte pfidanim 0,5M EDTA, pH 8,0 (1 pl na 50 pl restrikéni smési).

10) Proved’te kontrolu §tépeni v 1,2% agar6zovém gelu (viz cvi€eni €. 10).

Reakéni schéma (objemy jsou uvedeny v pl):

L. restriktaza ILrestriktaza Smés restriktaz
Voda 50-(11+X+Y) 50-(11+X+Y) 50-(12+X+Y)

pufr 5 5 5
BSA 10x 5 5 5
plasmid Y Y Y
amplikon X X X
Kpnl (10u/ul) 1 - 1
Xbal (10u/pl) - 1 1

Celkem 50 50 50

Y = zpravidla 5 pl
X = zpravidla 10-15 pl (za normélnich okolnosti by pocet molekul amplikonu mélo byt zhruba

5x vyssi nez pocet molekul plasmidové DNA)
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Poznamky pro vypracovani protokolu:

Zasobni koncentrace mého plasmidu byla:

Koncentrace amplikonu byla:

Vysledné reakéni schéma vypadalo nésledovné:

I. restriktaza ILrestriktaza Smés restriktaz
Voda
pufr 5 5 5
BSA 10x 5 5 5
plasmid
amplikon
Kpnl (10 U/ul) 1 - 1
Xbal (10 U/ul) - 1 1
Celkem 50 50 50

Fotografie elektroforézy a vyhodnoceni restrikéniho Stépeni:

Dalsi informace k této problematice najdete v

Sambrook J. a Russell D. 2001: Molecular cloning. A laboratory Manual. Cold Spring Harbor

Laboratory Press.
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Kontrolni otazky a piiklady

1) Kolik molekul obsahuje 5 pl plasmidu pTrxFus (velikost 3 600 bp) jestlize jeho zdsobni
koncentrace je 100 pg/ml?

2) Kolik molekul obsahuje 10 pl amplikonu o velikosti 500 bp, jestlize jeho koncentrace je
250 pg/ml?

3) V jakém mnozstvi smichdte vektor pTrxFus a amplikon pro ligaci, jestliZze zdsobni

koncentrace vektoru je 200 pg/ml a koncentrace amplikonu je 600 pg/ml? Do reakce miiZete
vlozit maximalng€ 5 pl smési.
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Ligace vektoru a nastépené DNA
(cviceni ¢. 19)

Uvodni slovo

Ligaci, neboli spojeni 5 -fosfatového a 3"-OH konce DNA nebo RNA katalyzuje enzym
ligdza. Tento enzym spojuje jak tupé tak kohezivni konce. Kromé toho piisobi pfi reparaci
jednotetézcovych zédtezi v dsDNA, dsRNA nebo v hybridnich molekuldch DNA/RNA.

K ligaci se nejcastéji pouzivd DNA ligdza z bakteriofdga T4 (T4 DNA ligédza) nebo
méné G¢innd DNA ligdza z Escherichia coli. T4 DNA ligédza vyuZiva jako zdroj energie ATP,
spojuje tupé i1 kohezivni konce, kdezto DNA ligaza z Escherichia coli vyuzivd NAD a spojuje
pouze konce kohezivni, je vSak pfi spojovani koncii pfesnéjSi. Oba enzymy maji reakéni
optimum pi1 14-16 °C.

Vedle dvou zminénych ligdz se vyuziva termostabilni DNA ligdza izolovana z Thermus
aquaticus. Tento enzym spojuje dva oligonukleotidy, které jsou hybridizovidny vedle sebe na
komplementarnim DNA fetézci. Jeji reakéni optimum je mezi 45 °C az 65 °C, jako kofaktor
vyzaduje NAD. V urcitych aplikacich (ligase chain reaction, ligase detection reaction) se
vyuziva k amplifikacim a nahrazuje metodu PCR.

Dalsi z enzymi, T4 RNA ligdza, vyuZiva jako substrat jednofetézcovou RNA, ssDNA a
dinukleosid pyrofosfaty. Teplotni optimum ma4 pii 37 °C.

Pii praktickém provedeni je nutné mit na paméti, Ze ligace tupych koncl je méné
ucinnd, a proto je nutné pii spojovani tupych konci zvysit koncentraci enzymu.

Poznamka: Jedna jednotka T4 DNA ligdzy od firmy New England Biolabs je mnozZstvi enzymu, které
spoji 50% Hind 111 fragment DNA faga A (koncentrace 5°-koncii 0,12 uM, 300 pg/ml) ve reakci o
objemu 20 pul za 30 minut pfi 16 °C. Takto definovand jedna jednotka je ekvivalentni 0,015
Weissovym jednotkdm.

Cil cviceni

Spojit ligaci vektor pTrxFus s amplikonem genu ob pfipravenym ve cviCeni €. 14. Plasmid
pTrxFus je jednim z vektorti pouzivanych pro expresni klonovani genil.

Seznam pfistroju

sada pipet 0,5-10 pl, 5-50 ul, 20-200 pl

sada sterilnich umélohmotnych Spi¢ek na pipety
0,5 ml PCR zkumavky

vana s ledem

chladici blo¢ek na -20 °C

vodni lazen

pikofuga

termocykler PTC-100
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Vlastni pracovni postup

1) Na termocykleru nastavte program pro ligaci.

2) Vytemperujte vodni 14zeni na 60 °C.

3) Z -20°C vyndejte naStépenou plasmidovou DNA a DNA sekunddrniho amplikonu
ptipravené ve cviceni €. 14. Déle vyndejte vodu, liga¢ni pufr.

4) Vsechny komponenty nechejte rozmrazit na ledu, poté kratce stoCte na pikofuze a
uchovavejte na ledu.

5) Ligazu uchovavejte v mrazicim blocku.

6) Zahfejte plasmid a amplikon 10 min. pii 60 °C.

7) Piipravte ligacni smés dle schématu, napipetujte do 0,5 ml PCR zkumavek vSechny
piislusné slozky, ligdzu aZ nakonec.

8) VSechny komponenty promichejte michdnim Spickou.

9) Zbylé komponenty uskladnéte pii -20 °C.

10) Ligacni smési stoCte kratce na pikofuze a vlozte do termocykleru. Nezapinejte vyhiivané
viko!

11) Inkubujte pii 16 °C po dobu 1 aZ 4 hodin.

12) Poté pouZijte ligacni smés ke transformaci bakteridlnich bunék - viz dloha €. 17.

Liga¢ni smési (objemy jsou uvedeny v ul):

Komponenty Pokusné zasahy
Ligace ¢. 1 2 3 K%
Voda 7 5 3 4
10x pufr 1 1 1 1
Fragment + vektor* 1* 3% 5* 5*
T4 DNA ligaza 1 1 1 -
Celkem 10 10 10 10

* mnozstvi smési v ligaci se fidi kvalifikovanym odhadem na zaklad€ koncentrace DNA
v restrikénich smésich po piecisténi. Aby bylo dosaZeno uspé€Sného klonovani zkousi se vice
variant.

** K = kontrola bez pfidani ligdzy, v tomto pokusném zdsahu by nemélo dojit ke spojeni
vektoru s klonovanym fragmentem a po provedeni transformace by neméli vzniknout Zadni
transformanti.

Pozndmka: Obcas se miZe stit, Ze pii pouZiti kohezivnich koncl a nizké teploté inkubace
muze dojit ke vzniku transformantli i v kontrole bez pouziti ligdzy !

Dalsi informace k této problematice najdete v

Engler, M. J. a Richardson, C. C. 1982: In P. D. Boyer (Ed.), The Enzymes Vol. 5 (p. 3). San
Diego: Academic Press.
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Kontrolni otazky a priklady

1) Kolika jednotkdm T4 DNA ligazy od firmy New England Biolabs odpovidd 1 Weissova
jednotka?

2) Jaka je hmotnost 1 ul DNA faga A, jestliZe je jeho koncentrace 1 pmol ? Velikost DNA faga
A je 48 502 bp. Molekulova hmotnost jednoho bp = 650.

3) Jakd je koncentrace 5°- konct linedrni DNA faga A (100 pg/pl) v 5 pl této DNA po jejim
Stépent restriktdzou Hind 111, jestlize ma tento enzym na této DNA 7 restrikénich mist?
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Poznamky
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TA klonovani amplifika¢nich produkta
(cviceni ¢. 20)

Uvodni slovo

Klonovani genu je moZno uskutecnit také jinymi zpisoby neZ je opracovani jeho koncii
restrikénimi endonukledzami, jak bylo uvedeno ve cviceni €. 14. Enzym Tag polymeriza
pouZivand pro polymerdzovou fetézovou reakci piipojuje na 3°- konce amplikond adenylatovy
zbytek ve form¢ presahu. Této presah slouzi jako hacek, ke kterému se muze pfipojit molekula
vektoru upravena tak, Ze obsahuje na 3"-konci pfesah ve form¢ thymidylového zbytku. Metoda,
kterd uvedené vlastnosti Taq polymerazy vyuziva, se oznacuje jako TA-klonovani.

Ptikladem vektoru pro TA klonovéani je plasmid pCR2.1, ktery m4 v klonovacim misté

nésledujici sekvenci nukleotidl:

5°- .. GAATTCGCCCTT AGGGCGAATTC .. — 3~
3°— .. CTTAAGCGGGA TTCCCGCTTAAG .. — 57

Tento vektor se nemlZe uzaviit bez inzertu, nebot’ obsahuje nekompatibilni konce, ale
muize byt pouZit pro piimou ligaci s produkty PCR ziskanymi 7aq polymerdzou. Struktura
amplikonu pro TA klonovani vypada obecné takto (N znaci libovolny nukleotid):

5" - NNNNNNNNNN ............... NNNNNNNNNNA .. - 3°
37— .. ANNNNNNNNNN ... NNNNNNNNNN .. = 57

Spojeni vektoru pCR2.1 s produktem amplifikace zajistuje DNA ligdza (viz obrazek
16.1).

Obrazek 16.1: Schéma spojeni vektoru s fragmentem pomoci ligdzy

T
vektor PCR A vektor
A produkt
T
LIGAZA

Jinym zplUsobem propojeni vektoru a amplikonu je vyuZiti topoizomerdzy I, kterd
kromé schopnosti vytvaret zZlomy v DNA muze tyto zlomy spojovat. Pfikladem vektoru, ktery
se takto pouziva je plasmid pCRII-TOPO. Reakce vyuZivajici topoizomerdzu je velmi rychld a
k jejimu prob&hnuti zpravidla staci 0,5 aZ 5 minut, naproti nékolika hodindm pfi pouziti ligazy.
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Cil cviceni

Spojit ligaci vektor pCR2.1 s amplikonem genu ob pifipravenym ve cviceni €. 14.

Seznam pfistroju

sada pipet 0,5-10 pl, 5-50 pl, 20-200 pl

sada sterilnich umélohmotnych Spi¢ek na pipety
0,5ml PCR zkumavky

vana s ledem

chladici blo¢ek na -20 °C

vodni lazen

pikofuga

termocykler PTC-100

Vlastni pracovni postup

Pouzijte komponenty komer¢ni soupravy ,,Origindl TA cloning kit firmy INVITROGEN.

1)
2)

3)

4)
5)

6)
7)
8)

9)

Na termocykleru nastavte program pro ligaci.

Z -20°C vyndejte vSechny komponenty soupravy a DNA sekundirniho amplikonu
pfipravené ve cviceni €. 14.

VSechny komponenty nechejte rozmrazit na ledu, poté kritce stocte na pikofuze a
uchovavejte na ledu.

Ligézu uchovavejte v mrazicim blocku.

Pfipravte ligacni smés dle schématu, napipetujte do 0,5ml PCR zkumavek vSechny
piislusné slozky, ligdzu aZ nakonec.

Vsechny komponenty promichejte michanim Spickou.

Zbylé komponenty uskladnéte pii -20 °C.

Ligacni smési stoCte kratce na pikofuze a vlozte do termocykleru. Nezapinejte vyhiivané
viko!

Inkubujte pii 16 °C po dobu 1 az 4 hodin.

10) Poté pouzijte ligacni smes ke transformaci bakteridlnich bunék - viz uloha ¢. 17.
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Ligacni smési (objemy jsou uvedeny v ul):

Komponenty Pokusné zasahy
Ligace ¢. 1 2 3 K**
Voda 5 3 1 2
10x pufr 1 1 1 1
cerstvy amplikon 1* 3% 5* 5*
vektor pCR2.1 2 2 2 2
(25 ng/ul)
T4 DNA ligaza 1 1 1 -
Celkem 10 10 10 10

* mnoZstvi smési v ligaci se fidi kvalifikovanym odhadem na zdkladé¢ koncentrace DNA
v restrikénich smésich po precisténi. Aby bylo dosazeno uspé€Sného klonovani zkousi se vice
variant.

** K = kontrola bez pfidini ligdzy, v tomto pokusném zdsahu by nemélo dojit ke spojeni
vektoru s klonovanym fragmentem a po provedeni transformace by neméli vzniknout Zadni
transformanti.

Dalsi informace k této problematice najdete v

INVITROGEN 1982: Origindl TA Cloning Kit. Manudl. www.invitrogen.com
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Kontrolni otazky a priklady

1) ) Kolik molekul ptedstavuji Hind Il fragmenty DNA faga A (koncentrace 5”-koncii 0,12uM,
300 pg/ml) ?

2) Jaka je koncentrace 5°- konct linedrni DNA plasmidu pCR2.1 (100 pg/ul) v 5 ul této DNA
po jeho upraveni do podoby T-vektoru? Velikost plasmidu pCR2.1 je 3 900 bp.

3) Ke klonovani chromosomdlni DNA se v genovém inZenyrstvi Casto pouZivaji fagy,
napiiklad fidg A. Aby bylo mozné uGc¢inné klonovat vybrané fragmenty, je pii piipravé
experimenttl zapotfebi znat nékteré parametry. Mé&me tedy linearizovanou dsDNA fdga A o
koncentraci 50 pg/ml.

a) Kolik molekul obsahuje 1 pl tohoto roztoku?

b) Kolik je to moli v 1 ul?

¢) Jaka je moléarni koncentrace molekul dsDNA féga v roztoku?

d) Jakd je molarni koncentrace koncti molekul dsDNA faga v roztoku?
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Transformace bakterialnich bunék Escherichia coli
(cviceni ¢. 21)

Uvodni slovo

Jakmile je gen ligaci spojen s vektorem, je tfeba prenést tento vektor do Zivé burky.
Vneseni izolované molekuly DNA do bakteridlni bunky se nazyva transformace. K tomuto
procesu dochdézi 1 spontdnné, u tzv. recipientnich bunék ve stavu kompetence. Stav kompetence
lze navodit i uméle, ale ucinnost transformace je nizkd, tzn. Ze pouze malé procento
kompetentnich bunék pfijme cizi DNA. Proto genovi inZenyfi po transformaci podrobuji bunky
procestim tzv. selekce, kterymi dosdhnou vybéru jen téch bunék, které nesou transformovanou
DNA. Vzhledem k tomu, Ze vektory jsou konstruovany s timto cilem, nesou fadu selektivnich
znakd, zpravidla geny rezistence k antibiotiktim.

Pro uc¢inné vneseni DNA do bakteridlnich bunék existuje né€kolik metod. Nejucinné&jSim
postupem je tzv. elektroporace. Tato metoda je velmi rychla, ale vyzaduje specidlni, ndkladné
zatizeni. Ptfi této technice jsou buiiky podrobeny silnému elektrickému Soku, ktery zplsobi
lokdlni zmény a vznik pért v bunééné sténé a membrané, kterymi DNA vstupuje do bungk.
Elektroporaci lze dosdhnout frekvence transformace 10°-10'° transformantii na 1pg plasmidové
DNA. Elektroporace rozsifila aplikacni moZnosti pienosu DNA 1 na velké plasmidy a bunky, u
nichz ostatni techniky selhdvaly.

Dal$i metodou je pouziti CaCl, pro pifipravu kompetentnich bunck. Vzhledem
k jednoduchosti je tato metoda nejCastéji pouzivand, i kdyz je jeji ucinnost nizs§i. Pro tuto
metodu je velmi duleZité, aby byly pouZity buiiky v optimalnim fyziologickém stavu. PouZivaji
se mladé buniky z pocCatku exponencidlni faze rtstu, kdy jsou jejich bun&cné stény tenké. Bunky
se prenesou do hypotonického prostiedi CaCl, pfi 4 °C, ¢imZ se béhem 30 min. vyrazné zméni
propustnost jejich bunécné stény. Kladn¢€ nabité véapenaté ionty vytvoii na povrchu bunky
struktury, na které se zdporn¢ nabité molekuly DNA snadno navdzou. Je zndmo nékolik
modifikaci této metody, jako je pouziti Rb*, Mn®* nebo K* iontd misto Ca®* & piidavky
ruznych ¢inidel, jako dithiothreitol nebo dimethylsulfoxid.

Bunky opracované CaCl, 1ze skladovat pifi -70 °C nékolik mésict. Transformuji se
s vyuzitim tzv. teplotnitho Soku, kdy se nejprve inkubuji s DNA na ledu a poté se podrobi
kréatké teplotni zméné na 42 °C a opétovnému zchlazeni. Ndsledkem prudkych teplotnich zmén
bunky cizorodou DNA pfijmou. Po kultivaci v bohatém regeneracnim médiu se v buiice obnovi
jeji zivotni funkce (utlumené v procesu piipravy kompetentnich bunék, skladovanim pfi teploté
-70 °C a vlastnim procesem transformace) a za¢nou se v ni mnozit transformované vektory.

Po transformaci narostou v selek¢énim médiu buniky s vektorem, ktery miZe a nemusi
obsahovat fragment (inzert), ktery do né€j byl klonovan. Selekce bungk, které piijaly vektory s
cizorodou DNA, tzv. transformantli, se provddi na médiich s antibiotiky. Pfitomnost
naklonovaného fragmentu se pak ovétfuje riznymi technikami. Nej¢astéji se jednd o restrik¢ni
analyzu plasmidové DNA po minipreparaci, tzv. inzercni inaktivaci, a-komplementaci,
hybridizaci kolonii, testovini s vyuZitim PCR a nebo sekvenovani.

82



Cil cviceni

Transformovat produkty ligace pfipravené ve cviceni €. 15 nebo 16.

Seznam pfistroju

sada pipet 0,5-10 pl, 5-50 pl, 20-200 pl
sada sterilnich umélohmotnych Spi¢ek na pipety
mikrozkumavky na 1,5ml

vana s ledem

chladici blocek na -20 °C

mrazici box na -80 °C

vodni l4dzen na 42 °C

pikofuga

biologicky termostat s teplotou 37 °C
rotator

centrifuga na mikrozkumavky

Vlastni pracovni postup

Proved'te metodu transformace tepelnym Sokem.

1)
2)

3)

4)
5)

6)

Dejte temperovat médium SOC na teplotu 37 °C a vodni 14zeni na 42 °C.

Piislusny pocet davek kompetentnich bunék vyndejte z -80 °C a dejte rozpustit v nadobé
s ledem.

K bunkam napipetujte po 3 pl jednotlivych ligacnich smési nebo 3 pl Cisté plasmidové
DNA (pozitivni kontrola) nebo 3 pl vody (tuto variantu pfipravte dvakrit - negativni
kontrola a kontrola vitality). Jemné promichejte SpiCkou pipety.

Inkubujte 30 minut na ledu. V této fazi dochdzi k zachyceni DNA na povrchu bun¢k.
Podrobte bunky tepelnému Soku ponofenim do vodni lazné vyhiaté presn€ na 42 °C po
dobu 30 sekund pii a dejte na 2 minuty na led. V této fazi dojde k priniku DNA dovnitf
bungk.

Zastavte transformaci pfidanim 4 800 pl média SOC rozehratého na teplotu 37 °C.

7) Inkubujte bunky na rotdtoru v termostatu pii 37 °C po dobu 45 az 60 minut podle typu

8)
9)

pouzitych bunék. V tomto kroku bunky regeneruji a dochdzi k expresi B-galaktoziddzy a
vyjadreni rezistence k ampicilinu. Po uplynuti uvedené doby se zacinaji bunky délit, proto
je nutné je co nejdiive vyset na selek¢ni médium.

Centrifugujte bunky na centrifuze pii 12 000 rpm/3 min.

Odlijte vétSinu supernatantu a buniky resuspendujte ve zbytku tekutiny, kterd steCe ze stén
zkumavky.

10) Vysejte buniky na misky LB s ampicilinem (50 pg/ml). Pouze pokusny zdsah ,kontrola

vitality* vysejte na misky LB bez ampicilinu.

11) Kultivujte po dobu 16 hod. a spocitejte narostlé kolonie. Vyhodnot'te experiment.
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Priprava roztoki

17.1. Priprava zasobniho roztoku ampicilinu

1) Zasobni roztok ampicilinu se pfipravuje v koncentraci 100 mg/ml.

2) Vezméte jednu ampuli ampicilinu pro injekce (navazka 500 mg, Bristol-Myers-Squibb) a
rozpust'te ji v 5 ml sterilni destilované vodé (AQUA pro injectione, Biotika).

3) Nechte prasek fadné rozpustit.

4) Rozpipetujte po 1ml do sterilnich 1,5ml mikrozkumavek typu Eppendorf.

5) Zamrazte roztok a skladujte pii —20 °C. Expirace takto pfipraveného roztoku ampicilinu je 1 rok.

17.2. Priprava LB agaru s ampicilinem (250 ml)

1) Navazte 10 g LB agaru (vyrobce DIFCO).
2) Alternativné je moZno pouZit nasledujici komponenty
- Bacto Tryptone 2,5 g (vyrobce DIFCO), Bacto Yeast Extract 1,25 g (vyrobce DIFCO), Chlorid
sodny 2,5 g (vyrobce LACHEMA), Bacto agar 3,5 g (vyrobce DIFCO)
3) Nasypte do 500 ml Erlenmeyerovy bartiky.
4) Prelijte 250 ml destilované vody.
5) Sterilizujte v piehtaté pare pti 120-125 °C/20 minut.
6) Vytemperujte na vodni 14zni na 55 °C.
7) Pridejte ampicilin do kone¢né koncentrace 100 pg/ml a ihned rozlijte na misky — na jednu misku asi
20-25 ml ptdy, z jedné 250 ml davky je tedy mozné pfipravit asi 10-12 misek.

Dalsi informace k této problematice najdete v

Sambrook J. a Russell D. 2001: Molecular cloning. A laboratory Manual. Cold Spring Harbor
Laboratory Press.
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Poznamky k vypracovani protokolu:

Typ pouzitych bunék:

Plasmid:

Ligace:

Transformaéni smési:

1 =bunky + 3 pl vody ............... Negativni kontrola
2=buinky +3 plvody ............... Kontrola vitality (vyseté na médium bez antibiotika)
3 = bunky + 3 ul plasmidu .......... Pozitivni kontrola

4 = ligaCni smés

N = ligacni smés

Kultivace od .......... hod.do.......... hod.

Celkova doba kultivace:

Vysledky:
Transformacni zasah Pocet kolonii

1
2
3
4
N

Zavéry:
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Kontrolni otazky a priklady

1) Jaky byl vkladovy pomér (pocet molekul plasmidu vloZenych na jednu kompetentni bunku)
pii transformaci jestlize ke 40 ul kompetentnich bunék o hustoté 5 x 10" bunék/ml jste
pridali 3 pl u pUCI18 (velikost 2 686 bp) o koncentraci 100 ng/pl?

2) Stanovte frekvenci transformace jako pocet transformanti/pg vloZeného plasmidu, jestlize
jste v pokusném zdsahu, ve kterém jste transformovali 3 pl plasmidu pBR322 (velikost
4 361 bp) o koncentraci 100 ng/pl, ziskali 150 transformanta.

3) Z vysledkli uvedenych v uloze ¢. 2 stanovte frekvenci transformace jako podil molekul

plasmidu, které ucinné transformovaly bunky k celkovému poctu molekul plasmidu
vloZenych do transformace.
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Poznamky
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Exprese rekombinantniho proinsulinu
(cviceni ¢. 22)

Uvodni slovo

Rekombinantni proinsulin je produkovian ve formé N-termindlniho fuzniho proteinu,
proteinu afinitni vazbou ke koviim a Xpress epitop, ktery dovoluje snadnou detekci proteinu
specifickou protildtkou a misto pro enterokinazu.

Ve vektoru pCR T7/NT je rekombinantni gen pro proinsulin naklonovan pod promotorem,
ktery v bunikdch E. coli TOP10F” neni aktivni. Hladina exprese je tudiZ minimalni nebo az
Zadna.

Pro docileni silné exprese klonované DNA, a to aZ po indukci IPTG, je moZné provést
expresi v buitkdch E. coli BL21(DE3)pLysS. Tyto buiiky nesou gen pro T7 RNA polymerazu
s promotorem indukovatelnym IPTG. Kromé toho tyto bunky obsahuji plasmid pLys, ktery
kéduje lysozym. Lysozym je piirozeny inhibitor T7 RNA polymerdzy. Protoze T7 RNA
polymeréza spousti transkripci z promotoru plasmidu pCR T7/NT, pak T7 lysozym po vazbé
na T7 RNA polymerdzu inhibuje transkripci cizorodé DNA. Funkci T7 lysozymu je tedy
zajistit nizkou nebo nulovou expresi v expresnich buitkdch do té doby, neZ nastanou vhodné
podminky pro produkci rekombinantniho proteinu. Lysozym tedy napf. zabraiiuje piedcasné
expresi pro buiiku toxickych proteint.

Vhodné podminky pro expresi rekombinantniho proteinu nastdvaji zpravidla v Casné
exponencidlni fazi rastu (Goeddel, 1991). Po pfidani IPTG do média kultury rostouci v asné
exponencidlni fazi ristu dochdzi k indukci T7 RNA polymerdzy, prudkému zvySeni hladiny
transkriptil z plasmidu pCR T7/NT a tim i mRNA naklonovaného rekombinantniho genu. At
uz je vysledny protein pro bunku toxicky nebo ne, jsou jeho vytézky obrovské a mohou
dosahovat az 40 % celkového obsahu proteintl v buiice.

Cil cviceni

Transformovat bunky Escherichia coli BL21(DE3)pLysS a exprimovat rekombinantni
proinsulinu.

Seznam pfistroju

Sada pipet o objemech 10 ul, 100 ul a 1000 ul
Mikrozkumavky

Centrifuga na mikrozkumavky
Vahy s vazivosti +/- 0,1 g
Erlenmeyerovy banky

Tiepacka Vortex

Tiepacka termostatovana
Kuchyniské minutky

Nadoba s ledem

Vodni lazen

UV-VIS spektrofotometr
Termostat — biologicky inkubator
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Chemikalie

Bunky Escherichia coli BL21(DE3)pLysS (Invitrogen)

Plasmid pCR T7/NT-PROINS-17

NaCl

LB médium

SOC médium

Ampicilin (zdsobni koncentrace 100 mg/ml)

Chloramfenikol (zdsobni koncentrace 17 mg/ml),
Isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid (IPTG) (zdsobni koncentrace 100 mM)

Vlastni pracovni postup

Piiprava materialu

1)
2)
3)

4)
5)

Piipravte celkem 3 Erlenmeyerovy banky. Do prvni si pfipravte 5 ml LB média, do
druhé 60 ml LB média. Tteti banika zlstane prazdna.

VSechny Erlenmeyerovy banky (dvé s LB médiem a jednu priazdnou) sterilizujte
autokldvovanim pfi 120 °C/20min.

Ptipravte vodni lazen vytemperovanou na 42 °C.

SOC médium zahtejte v termostatu vytemperovaném na 37 °C.

Ptipravte misku se smési ledu, vody a soli (dale v textu znaCeno jako ledova lazen).

Transformace bunék Escherichia coli BL21(DE3)pLysS

1y

2)

3)
4)

5)

6)

7)

8)

Z mrazdku (- 80 °C) vyndejte potiebné mnozstvi davek kompetentnich bunék E.coli
BL21(DE3)pLysS (podle poctu transformaci, které budete délat) a plasmidplazmid pCR
T7/NT-PROINS-17 (ulozeny v mrazdku na - 20 °C) a nechte je kritce rozmrazit, poté
hned umistéte na ledové lazni.
K rozmrazené davce bunck E.coli BL21 ptidejte 1 ul (asi 5 ng) plasmidové DNA -
Jjemné zamichejte (ne pipetovanim!).
Inkubujte smés na ledu po dobu 30 min.
Proved’te transformaci teplotnim Sokem:

a) umistéte bunky E.coli BL21 do ptipravené vodni 1dzné€ (42 °C) a inkubujte po

dobu 30 sekund

b) ihned poté vloZte buiiky zpét do ledové 14zné
Bezprosttedné poté, nejdéle vSak do 2 minut, pfidejte k transformovanym bunkam
250 ul SOC média vyhratého na 37 °C (dale v textu oznacovéano jako transformacni
smes A).
Transformacni smés A tfepejte v termostatu 30 min pit 250 rpm/37 °C  a mikro-
zkumavku umistéte do témét vodorovné polohy.
Uklid’te vodni lazen a ledovou ldzen, pfipravte 5 ml sterilntho LB média a rozmrazte
zéasobni roztoky ampicilinu — AMP (z4sobni koncentrace 100 mg/ml) a chloramfenikolu
— CP (z4sobni koncentrace 17 mg/ml).
V lamindrnim boxu pokracujte (jest¢ dnes!) no¢ni kultivaci.

Noéni kultivace

1)

2)

Do sterilni plastové zkumavky (15 ml) pfeneste 5 ml sterilniho LB média a pfidejte 5 pl
AMP a 10 pl CP.

Toto médium inokulujte transformacni smési A (pouzijte 1/100 kultivacniho objemu,
tzn. 50 pl transformacéni smési A).
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3)

4)
5)
6)

Plastovou zkumavku fadné popiste ,,E. coli BL21 (pCR T7/NT-PROINS)-17, rr/mm/dd,
XY, kde rr = rok, mm = mé&sic, dd = den, XY = zkratka Vaseho jména.

Zbytek transformacni smési uloZte do lednicky a popiste stejnym zpisobem.

Pokracujte v inkubaci inokulovaného média 16 hod. pti 250 rpm/37 °C.

Druhy den rano odeberte 100 ul LB média s antibiotiky (BLANK) a zméite optickou
hustotu ODggp no¢ni kultury. Naméfené idaje zaznamenejte.

Exprese (druhy den rano)

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7

8)
9)

Do vysterilizované Erlenmeyerovy banky (popsané vySe uvedenym zptsobem) s 60 ml
LB média ptidejte 60 ul AMP a 120 ul CP.

Inokulujte 1/100 kultiva¢niho objemu, tedy 600 ul transformacni smési (no¢ni kultury).
Pokracujte v inkubaci pii 250 rpm/37 °C.

V Casech 75 min. a dale kazdych 30 min. méfte optickou hustotu inkubované smési
(ODgoo) a zapiste si namétrené udaje. V Case, kdy se bude opticka hustota bliZit hodnoté
pfiblizné€ 0,5, rozmrazte potiebné mnozstvi induktoru IPTG.

Poté, co optickd hustota dosdhne hodnoty piiblizné 0,5, odeberte 1ml frakci do prazdné
mikrozkumavky a oznacte tuto mikrozkumavku jako Ty, je to neindukovand kultura,
Sterilnim postupem (tzn. v lamindrnim boxu a oZihdnim hrdla obou ban€k nad
plamenem) rozdé€lte 60 ml bakterialni kultury na dvé stejné Casti, oznaceni A a B.

K bunécné kulture A ptidejte 150ul IPTG ¢ = 100 mM. Kultura B slouzi jako
neindukovand kontrola.

Obé¢ kultury trepejte pii 250 rpm/37 °C.

V 30 min. intervalech, tj. v ¢asech T, Ty, T3, a T4 kontrolujte optickou hustotu obou
kultur, hodnoty ODggy zaznamenejte. Po zméteni ODgq pieneste po 1 ml vzorku kultury
A 1B do mikrozkumavek. Zkumavky radné popiste.

10) Odebrané 1 ml frakce centrifugujte 5 min/11 300 g. Supernatant ptepipetujte do dalsi

mikrozkumavky oznacené jako supernatant, jelikoZ pro proinsulin jiZ neni tfeba.

11) Vzorky sedimentu ddle pouzijte pro ndslednou elektroforetickou analyzu

exprimovanych proteini v polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE).

Zkoncentrovani sedimentu

1y

2)

3)

Pomoci troj¢lenky vypocitejte objem vody potiebné k ,,zkoncentrovani*“ sedimentu na
teoretickou ODgpp = 5 a hodnoty si zapisSte.

Naptiklad:

Teoreticka ODgqg .......... 5,000 .......... X ul HO
Namétend ODgp............ 0,521 .......... 1 000 pl média

X = 5,000 x 1000 ul/ 0,521
X =104,2 ul H,0

VysSe uvedeny vypocet znamend, Ze pii namétené ODgyy = 0,521 musime k sedimentu
pridat 104,2 ul H,O, aby byla kone¢na ODggo = 5,0.

K jednotlivym vzorkiim sedimentl nepipetujte vypocteny objem vody, sediment
dikladné promichejte.

Takto zkoncentrovany sediment (i neupravovany supernatant) lze piimo pouZzit
k analyze exprimovanych proteini pomoci SDS-PAGE.
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Dalsi informace k této problematice najdete v

Invitrogen 2002: pCR T7 TOPO TA Expression Kits, Manudl spole¢nosti Invitrogen. Verze 1,
48 s.

Goeddel D.V. 1991: Methods in enzymology: Gene expression technology. USA, California
Academic press, Inc., ISBN 0-12-287045, 185, s. 681.

Kontrolni otdzky a piiklady
1) Jaké jsou kone¢né koncentrace ampicilinu a chloramfenikolu v médiu pouzitém pro
noc¢ni kultivaci ?

2) Jaka je konecna koncentrace IPTG piidaného jako induktor do média ?
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Elektroforéza proteint v polyakrylamidovém gelu
(cviceni ¢. 23)

Uvodni slovo

Metoda elektroforézy v denaturacnim polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE) se
pouzivé k rozdé€leni proteint na zdklad¢ jejich molekulové hmotnosti. K rozdélovani dochézi,
podobné jako pii elektroforéze v agar6zovém gelu, pfi pohybu molekul ve stejnosmérném
elektrickém poli. Molekuldrni sito pfedstavuje polyakrylamid a vodivé prostiedi mezi
elektrodami je zajiSténo tlumivym roztokem. Pii SDS-PAGE dochdzi k denaturaci proteini
jejich hydrofobni vazbou na dodecylsulfat sodny. MnoZstvi navazaného SDS (asi 1,4 mg na
1 mg proteinu) je tak velké, Ze ndboje postrannich zbytkli aminokyselin jsou zanedbatelné vici
ndboji sulfatovych skupin. SDS tedy udéluje proteinim uniformni zdporny ndboj a ty se pak
vSechny pohybuji k anodé¢, pficemzZ pohyblivost je ddna velikosti molekuly.

Cil cviceni
Separovat exprimované proteiny metodou SDS-PAGE

Seznam pfistroju

Sada pipet o objemech 10 ul, 100 ul a 1000 ul
Mikrozkumavky

Vahy s vazivosti +/- 0,1 g
Odmérny vélec (1000 ml, 100 ml)
Erlenmayerovy banky

Suchy blok

Tiepacka Vortex

Transiluminétor

Tiepacka

Plastovy ntz

Kuchyniské minutky

Celofanové folie

Plastovy stojanek

Susici rdmecky

Drzéky

Chemikélie

e Proteinovy hmotnostni standard Dalton Mark VII-L. (Molecular Weight Marker Kit,
Sigma), Molecular Weight Range 14 200 - 66 000

Aqua pro injectione (Biotika)

Amoniumpersulfat (100%)

TEMED Ultra Pure Grade (Amresco®)

NEXT Gel™ 15% (Amresco®) A Ready-To-Pour acrylamide gel (Amresco®)

NEXT Gel™ Running Buffer, 20x (Amresco®)

NEXT Gel™ Sample Loading Buffer, 4x (Amresco®)

Barvici roztok (0,1 % Coommasie Blue, 50 % metanolu, 10 % kyseliny octové)
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Odbarvovaci roztok €. 1 (50 % metanolu, 10 % kyseliny octové)
Odbarvovaci roztok €. 2 (12,5 % metanolu, 2,5 % kyseliny octové)
Ekvilibra¢ni roztok (25 % etanolu denaturovaného benzinem a 3 % glycerolu)
Destilované voda

Vlastni pracovni postup

Piiprava dvou polyakrylamidovych gela (sada BIORAD)

1y

2)

3)
4)
5)
6)
7
8)

9)

Sestavte aparaturu pro PAGE, tzn. do stojanku pro PAGE opatrné vlozte sklicka a tento
stojanek upevnéte v aparatuie. Pro pfipravu jednoho gelu potiebujete dvé sklicka a
jeden hiebinek.

V mikrozkumavce si pfipravte 1 ml 10% roztoku amoniumpersulfatu (APS)

(tzn. pro 1 ml: navazite do mikrozkumavky 100 mg APS, pfidate 1 ml vody aqua pro
injectione a na vortexu dikladné promichite (je moZné pfipravit i menSi objem
navazenim mensiho mnozstvi APS a ptfiddanim odpovidajictho mnozstvi vody).

Do Erlenmayerovy baiiky si odméite 15 ml NEXT Gel™ 15% (Amresco®) A Ready-
To-Pour acrylamide gel.

Pridejte do banky 90 pul 10% APS a smés promichejte. Amoniumpersulfat iniciuje
polymerizaci.

Pridejte do banky 9 ul TEMEDu (Amresco®) Ultra Pure Grade (TEMED katalyzuje
polymerizaci).

Rychle tuto smés promichejte Spi¢kou pipety v Erlenmayerové barce.

Rychle a pozorné napipetujte 1 ml roztoku z baiiky a OPATRNE jej vypoustéjte mezi 2
sklicka. Spi¢ku pipety dejte mezi sklicka co nejniZe a pii vypousténi roztoku opiete
Spicku o silnéjsi sklicko.

Po vyplnéni téméf celého prostoru mezi sklicky (t€sn€ pod horni okraj) roztokem,
umistéte mezi 2 sklicka plastové hiebinky tak, aby se pod nimi nevytvofily bubliny.
Ubrouskem setfete prebytecné mnoZstvi gelu, které vyteklo pfi nasazovéni hiebinkd.

10) Nechte gely tuhnout ptiblizn¢ 30 min.

Piiprava vzorki
1) Zapnéte suchy blok nastaveny na 100 °C.
2) Popiste potiebné mnoZstvi mikrozkumavek. Pocet i popis odpovidd vzorkiim

odebranym pii expresi proteinu v pfedchozim cviceni. Jedna mikrozkumavka je ur¢ena
pro proteinovy standard Dalton Mark VII-L (Molecular Weight Marker Kit, Sigma).

3) Do kazdé mikrozkumavky se vzorkem pipetujte 5 ul NEXT Gel™ Sample Loading

Bufferu, 4x (Amresco®) a pro proteinovy standard ndsobek objemu odpovidajici po&tu
jeho pouziti.

4) Do ptipravenych mikrozkumavek pipetujte 15 pl jednotlivych vzorki, u proteinového

standardu opé€t nasobek objemu, které odpovida poctu jeho pouZiti.

Piiprava vany pro elektroforézu

1y

2)
3)

4)

Ze sklicek s jiz zatuhlymi gely odstrante piebytecné zaschlé kousky a peclivé vlozte
sklicka do rdmeckl na elektroforézu tak, aby rdmecky byly sklicky z gely tésné
ohrani¢ené a nevznikly Zadné mezery, kterymi by mohl protékat pufr.

Vlozte ramecek se sklicky do elektroforetické vany.

Piipravte elektroforeticky pufr, tzn. do kddinky odméite 40 ml NEXT Gel™ Running
Bufferu, 20x (Amresco®), piidejte 760 ml destilované vody a promichejte.

Nalijte promichany pufr do vnitfniho prostoru mezi sklicka tak, aby hladina pufru mirné
piesahovala okraje tencich sklicek a pufr se tak dostal 1 do nanaSecich jamek.
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5)

6)

Zbytek pufru nalijte do vnéjSiho prostoru a zkontrolujte t€snost celého systému (hladiny
se nesmi ménit).

NanéSeci jamky proplachnéte pomoci pipety elektroforetickym pufrem a Spickou pipety
odstrarite v pufru bubliny.

Aplikace vzorki a samotna SDS-PAGE elektroforéza

1)

2)

3)

4)

5)

Mikrozkumavky se vzorky a NEXT Gel™ Running Bufferem, 20x (Amresco®) vloZte
na 3 min. do suchého bloku vytemperovaného na 100 °C (vlivem vysoké teploty dojde
k rozpadu bunécnych stén).

Naneste 15 ul smési vzorku a NEXT Gel™ Running Bufferu, 20x (Amresc0®)do
jednotlivych nanaSecich jamek v ndsledujicim pofadi.

GEL 1: Kultura A (indukovana)

¢islo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
jamky:
vzorek PS T() AT] AT2 AT'; AT4 BT] BT2 BT'; BT4

GEL 2: Kultura B (neindukovana)

¢islo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
jamKky:
vzorek  PS To AT, AT, AT; AT, BT, BT, BT; BTy

PS = proteinovy standard

Nasad’te viko elektroforetické vany s elektrodami, pfipojte ke zdroji elektrického napéti
a zapnéte.

Nastavte parametry elektroforézy 40 V/400 mA/15 min. Tim dojde k zkoncentrovani
vzorkl v jamkdch, ¢elo elektroforézy by mélo byt po 15 min. elektroforézy za téchto
podminek rovné.

Nastavte konec¢né parametry elektroforézy 140 V/400 mA/80 min, spustte elektroforézu
a separujte proteiny dokud se ¢elo nedostane na konec gelu.

Barveni geli

1y
2)
3)
4)

5)

Do vanic¢ky nalijte pfedem pfipraveny barvici roztok. Nezapomeiite na rukavice, i vase
ruce obsahuji proteiny!

Z elektroforetické vany vyjméte stojanky se sklicky a opatrné odlijte ptfebytecny pufr.
Pomoci plastového noZze od sebe opatrné oddélte sklicka.

Opatrné odfiznéte gel po okrajich v mistech nandSecich jamek a sefiznutim jeho
pravého rohu si oznacte orientaci gelu.

Opatrné preneste gel pomoci noze do vanicky s barvicim roztokem a nechte barvit pfi
cca 50 rpm po dobu 30 min.
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Odbarveni geli

1y
2)

3)
4)

5)

Po uplynuti 30 min. pfelijte barvici roztok zpét do zdsobni ldhve. Barvici roztok lze
pouZzit opakované.

Do prazdné vanicky s gelem pfilijte odbarvovaci roztok €. 1 a nechte odbarvovat pfi cca
90 rpm po dobu cca 60 min.

Znecistény odbarvovaci roztok €. 1 vylijte do odpadni ldhve.

Do prazdné vanicky s gelem piilijte odbarvovaci roztok €. 2 a nechte odbarvovat pfi cca
90 rpm po dobu cca 60 min.

Pribézné kontrolujte stupent odbarveni gelu a piipadné vyménte odbarvovaci roztok ¢.
1, nebo 2. Na konci odbarvovaciho procesu odlijte zneciStény odbarvovaci roztok 2 do
odpadni 1dhve a gel promyjte vodou.

Foceni PAGE gelu

1)
2)
3)

4)
5)
6)
7
8)
9)

Z digitalniho fotoapardtu sundejte filtr pro foceni agar6zovych gelt v UV svétle.
Digitalni fotoaparat ptipojte k pocitaci a zapnéte pocita¢ i obrazovku.

Na desku svételného zdroje nastaveného na viditelné svétlo umistéte spravné
orientovany gel a zapnéte zdroj.

Spust’te program pro fotografovani. (AlphaDigiDoc)

Zaostiete a maximalné piiblizte gel

Optimalizujte intenzitu svétla na svételném zdroji.

V programu nastavte uzdveérku na 50 ms.

Vyfot'te gel.

Zmeénte intenzitu svétla, a pokud neni vyhovujici, foceni opakujte, dokud nebude fotka
optimalni.

10) Po vyfoceni lze v programu AlphaEaseFC ver. 4.0.0 (Alpha Innotech Corporation,

Kalifornie) doladit jas, kontrast a gama funkci.

11) Ulozte fotku pod jednoznanym nazvem do adresafe s fotkami jako soubor jpg.
12) Bezpecné odpojte digitdlni fotoaparat, vypnéte svételny zdroj a pocitac.

SusSeni geli

1)
2)
3)

4)
5)

6)
7

8)
9)

Do velké plastové vany ze zasobni lahve nalijte pfipraveny ekvilibracni roztok.

Po foceni ponoite gel do vany s ekvilibraénim roztokem na 30 min..

Na 5 min. vloZte do ekvilibracniho roztoku celofdnové folie (pozn. 2 folie pro jeden
suSeny gel).

Na vyvySenou podlozku (plastovy stojanek) poloZte susici ramecek.

Na podlozni suSici rdmecek velice peclivé narolujte celofdnovou félii tak, aby byla
rovné a bez bublin.

Doprostied celofanové folie umistéte gel a zalijte jej ekvilibraénim roztokem.

Na prvni celofanovou folii a gel velice peclivé narolujte druhou f6lii, opét aby byla
rovné a bez bublin.

Na druhou f6lii poloZte vrchni suSici rdmecek.

Dikladng obé fdélie vypnéte pres ramecek a fixujte drzdky vzdy na protilehlych
strandch.

10) Gel v susicim ramecku nechte volné€ schnout ve svislé poloze po dobu cca 24 hodin.
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Dalsi informace k této problematice najdete v
Westermeier R. 2001: Electrophoresis in Practise: A guide to Methods and Applications of
DNA and Proteins Separations. 3" ed., Weinheim: Wiley-VCH, s. 349.

Alphalnnotech: AlphaEase™ FCStand Alone, Manuédl spole¢nosti Alphalnnotech.
[CD-ROM], Verze 4.0.0, pro Windows 2000/XP

Kontrolni otazky a priklady

1) Jakd je konecnad koncentrace amoniumpersulfatu, kterou je zahajovdna polymerizace
gelu ?

2) NapiSte strukturni vzorec akrylamidu, bisakrylamidu a zndzornéte schématicky
molekulérni sito v polyakrylamidovém gelu.
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Poznamky
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Western Blot
(cviceni ¢. 24)

Uvodni slovo

PAGE gely jsou tlustd, ale kiehka média, pficemz tyto vlastnosti znesnadiuji
manipulaci s nimi. Proto se vyvinuly metody, které umoZznuji pfemistit proteiny z gelu na
pevnéj§i membranu bez zmény jejich vzdjemné pozice. Tyto metody se souhrnné oznacuji
Westernliv  pienos (Westernblot). Pro tento pfenos se nejCastéji pouzivd metoda
elektrotransferu — proteiny z gelu na membranu putuji v elektrickém poli, které je kolmé na gel.
Dalsi moznosti je kapilarni pfenos nebo pfenos pomoci vakua.

Nejbézn€jsi membrany pro Westerniv pfenos jsou vyrobeny z nitrocelulézy nebo
PVDF (polyvinyliden difluorid) a maji vysokou vazebnou schopnost pro proteiny. Po pfeneseni
proteinil z gelu na membranu se volné vazebnd mista na membrané blokuji roztokem bovinniho
sérového albuminu (BSA), odtu¢nénym mlékem nebo Zelatinou, ¢imzZ se zabrani nespecifické
vazbé€ protildtek na tato mista. Pro vlastni detekci proteinil slouzi specifické protilatky, které
mohou byt polyklondlni nebo monoklondlni a mohou byt produkovdny celou §kdlou organismu
(mysi, krélici, ovce,...). Na tyto takzvané primarni protilatky se ndsledné pouziji sekundarni
protildtky, které rozpoznavaji specifické struktury primdrni protildtky. Toto sendvicové
uspotradani poskytuje vyssi citlivost nez pouZiti pouze jediné protilatky. Sekundarni protilatka
je konjugovana s enzymem (kifenova peroxiddza, alkalicka fosfatdza), ktery v pfitomnosti
konkrétniho substratu poskytuje detekovatelny signdl. Ten je zaznamenan detek¢nim zafizenim
a archivovén.

Cil cviceni
Detekovat protein zdjmu na nitrocelulézové membrané pomoci specifické protilatky.

Seznam pfistroju

sada pipet o objemech 10, 100 a 1000 pl
elektroforeticka vana na blotovani
skalpel

ttepacka

fotodokumentacni zafizeni

Vlastni postup
1) Do pfipravenych malych misek nalijte Transfer Buffer a ponoite do nich 2 kusy filtraéniho
papiru pro blotovéni, 1 kus nitrocelul6zové membrany a 2 kusy houbicky.
2) Destilovanou vodou omyjte PAGE gel umistény stile mezi skly, odstranite tak zbytky SDS.
3) Opatrné odklopte jedno sklo a odfiznéte koncentracni gel.
4) Na gel polozte vlhky filtraéni papir, tak aby gel byl pfiblizn€ uprostied a jemné¢ odstraiite
piipadné bublinky.
5) Do velké misky nalijte Transfer Buffer aby hladina byla cca 7 cm vysoko.
6) Ve velké misce sestavte pod hladinou blotovaci aparaturu nésledujicim zptisobem:
6.1. oteviete rimecek Cernou ¢asti dolli
6.2. na n¢j polozte navlhcenou houbicku
6.3. zkumavkou vyvalcujte houbicku, abyste z ni odstranili co nejvice bublin
6.4. na houbicku poloZte filtracni papir s gelem tak, aby gel smétfoval vzhiiru
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6.5. gel prikryjte druhym filtraénim papirem a zkumavkou jemné odstrarte bubliny
6.6. nahoru polozte dalsi houbicku a opét jemné vyvélcujte
6.7. zaviete rimecek

houbitka
filtraéni papir
membrana
gel

filtraéni papir
houbitka

7) Sestavenou blotovaci aparaturu dejte do elektroforetické vany, vloZte formicku s ledem a
zalijte Transfer Buffrem az po okraj.

8) Zapnéte elektroforeticky zdroj na 100 V / 60 min.

9) Po ukonceni blotovani, rozeberte blotovaci aparaturu a membranu (jestli jste spravné
blotovali, poznite podle toho, Ze na membrdné bude vidét proteinovy marker) postupné
promyjte v:

9.1. TBST (omyje membranu od Transfer Bufferu)
9.2. Ponceau S (obarvi proteiny na membrang)
9.3. TBST (odstrani zbytky Ponceau S)

10) Obarvenou membranu pfeneste do Cisté misky a skalpelem opatrné odiiznéte nepotrebné
¢asti membrdiny.

11) Membréanu pfeneste do roztoku 5% BSA v TBST a ponechte na tiepacce 30 min. BSA
zablokuje volnéd vazebnd mista pro proteiny na membrang, ¢imZ sniZi pozadi pro néslednou
detekci.

12) Omyjte membranu destilovanou vodou.

13)Do cisté misky nebo zkumavky odméite 10-20 ml 5% BSA v TBST (dle velikosti
membriny) a ponoite do né¢j membranu.

14) Ptidejte primarni (specifickou) protildtku v poméru 1:1000 — 1:5000.

15) Inkubujte na tfepacce ptes noc pii 4 °C.

16) 3x omyjte membranu v TBST 5 min.

17) Pfeneste membranu do ¢isté misky nebo zkumavky s 10-20 ml 5% BSA v TBST a ptidejte
sekundarni protilatku (s navazanou peroxidazou) v poméru 1:5000.

18) Inkubujte na tfepacce pfi laboratorni teploté 1 hod.

19) 5% omyjte membranu v TBST 5 min. a pfeneste ji do Cisté misky.

20) Smichejte 1 ml Opti-4CN diluent s 9 ml destilované vody.

21) Pridejte 200 pl Opti-4CN substrate, dobfe promichejte a nalijte na membranu a na tfepacce
inkubujte 5-30 min. dokud se membrana dostate¢né nevybarvi.

22) Omyjte membranu destilovanou vodou a vyfotografujte na dokumenta¢nim zafizeni.

Dalsi informace o této problematice najdete v
Sambrook J. a Russell D. 2001: Molecular cloning. A laboratory Manual. Cold Spring Harbor
Laboratory Press.

Bio-Rad. Instruction manual for Opti-4CN Substrate Kit.
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Kontrolni otazky a piiklady

1) Maite primérni protildtku o koncentraci 220 pg/ml. Kolik pl této protilatky musite ptidat
k 10 ml pufru, abyste ziskali kone¢nou koncentraci 1 pg/ml?

2) Molekula IgG ma molekulovou hmotnost piiblizné 150 000. Kolik molekul IgG je
obsazeno v 1 ug?
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Vysledky prikladt
Cvileni ¢. 1 Izolace chromosomalni DNA z krve

1) 6,9 ug

2) 6,9 attogramii (6,9 x 108 g)
3) 4 x 10'* molekul

4) 76 milimetra

Cviceni ¢. 2 Izolace genomové DNA z rostlinnych bunék

1)
Organismus Velikost DNA Molarni Hmotnost 1 Pocet molekul
V (bp) hmotnost molekuly vlig
Clovék 32x 10’ 2,1x 10" 349x 107 g 2,87 x 10"
Drosophila 1,2x 10° 7,7x 10" 128x10"° g 7,82 x 10"
Saccharomyces 1,6 x 10’ 1,0x 10™ 1,66 x 10 g 6,02 x 10"
cerevisiae
Escherichia coli 4,0 x 10° 2,5x 10° 4,15 x 105 g 2,41 x 10™
Bakteriofig A 48 514 3,1x 107 515x10""g 1,94 x 10"
Zea mays 39x10° 2,5x 10" 4,15x 107 g 2,41 x 10"
2) 15 ng
3) 163 cm

Cviceni ¢. 3 Izolace plasmidplazmidové DNA

1) RozStépenim plasmidové DNA restrikéni endonukledzou, ktera St€pi plasmid jen Ix.
Vsechny formy se pfeméni formu linearni.
2) Na uvedeném elektroforetickém snimku vyznacte rdzné formy plasmidu.

multimery

OC-forma chromosomalni DNA
chromosomalni DNA
CCC-forma po Stépeni restriktazou

denaturovana DNA L-forma

3) Ze lyze bun&k probihala piili§ dlouho nebo za vysokého pH (vysiiho neZ 12,45)
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Cviceni ¢. 4 Odhad koncentrace a ¢istoty DNA na agarézovém gelu
1) 250 ng/ul
2) V poméru 1 dil DNA : 11 dilim pufru

3)1,85x 10'? molekul

Cviceni ¢. 5 Stanoveni koncentrace a ¢istoty DNA spektrofotometricky

1) 1ul
2) 1 x 10" molekul

3) 10 x

4) 90 pl

5) 1,4 x 10" molekul

Cviceni ¢. 6 Restrikéni Stépeni plasmidové DNA
1)5ul

2)0,31 pg

3) 37,6 minut

Cviceni ¢. 7 Stanoveni genetické modifikace ac2 u Solanum tuberosum
1) Je zapotiebi alespont 33 cykli
2) 2,06 sekundy a 3,69 sekundy

3)3 pl

Cviceni ¢. 8 Detekce delece A32 v receptoru CCRS metodou PCR
1) 36 cykla

2) 117 bp
3)C
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Cviceni ¢. 9 Detekce delece v genu pro angiogensin konvertujici enzym metodou PCR

1) 1,27 sekundy a 3,27 sekundy

2) Jedna jednotka enzymu Tag polymerazy inkorporuje 200 x 10'* nukleotidii za minutu

3) 105 milionti amplikont bude chybnych

Ve skute¢nost bude pocet chybnych amplikonu vyssi, protoZe chyba v prvnich cyklech se
prenese i do dalSich amplikonii.

Cviceni ¢. 10 Detekce polymorfismu K469E v genu ICAM1

1) Sekvence nukleotidit v amplikonu ziskaného amplifikaci standardni alely

ggaaccca

ttgcccgagce tcaagtgtct aaaggatggce actttcccac tgcccatcgg

actgtcactc
aggtgaccgt
aatgcaatcc

gagatcttga gggcacctac ctctgtcggg ccaggagcac tcaaggggag

gaatgtgctc tgtgagtgag ccggcgggca gagctgggtg ggggcagggg
tcacc

2) Sekvence nukleotidii v amplikonu ziskaného amplifikaci nestandardni alely

ggaaccca

ttgcccgagce tcaagtgtct aaaggatggce actttcccac tgcccatcgg

actgtcactc
aggtgaccgt
aatgcaatcc

gagatcttga gggcacctac ctctgtcggg ccaggagcac tcaaggggag

gaatgtgctc tgtgagtgag ccggcgggca gagctgggtg ggggcagggg
tcacc

Pozice restrik¢niho mista pro restriktdzu BstU I je vyznacena tu¢né, podtrzené

3) Sekvence aminokyselin
- pro standardni alelu
gtc - acc - cgc - aag - gtg - acc - gtg
Val - Thr - Arg - Lys -Val - Thr - Val

- pro nestandardni alelu

gtc - acc - cgc - gag - gtg - acc - gtg
Val - Thr - Arg - Glu - Val - Thr - Val
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Cviceni ¢. 11 Detekce polymorfismu 1007fs v genu NOD2

1) Sekvence nukleotidit v amplikonu ziskaného amplifikaci standardni alely

cctgc agtctcttta actggacagt ttcaagagga aaaccaagaa tccttgaagc tcaccattgt
atcttctttt ccaggttgtc caataactgc atcacctacc taggggcaga agccctcctg cattg
aaaggaatga caccatcctg gaagtctggt aag

v takto vyznaceném mist¢ dojde v nestandardni alele ke vzniku mista pro restriktazu NlalV]

2) Sekvence nukleotidii v amplikonu ziskaného amplifikaci nestandardni alely

cctgc agtctcttta actggacagt ttcaagagga aaaccaagaa tccttgaagc tcaccattgt
atcttctttt ccaggttgtc caataactgc atcacctacc taggggcaga agccctcctg
cattg aaaggaatga caccatcctg gaagtctggt aag

pozice restrikénitho mista pro restriktdzu NlalV vyznaen

3) Sekvence aminokyselin pro standardni alelu
Q-STOP-L-H-H-L-P-R-G-R-S-P-P-A-G-P-S{0) G N ) i s B s O e SN e e

Sekvence aminokyselin pro nestandardni alelu
Q-STOP-L-H-H-L-P-R-G-R-S-P-P-A-G-P-|Bg€€R\ H B ENRAVA (G e

Cviceni ¢. 12 Detekce polymorfismu v genu pro TMPT (thiopurin S-methyl transferaza)
metodou real-time PCR

1) Podivejte se na www.farmakogenomika.cz

Cviceni ¢. 13 Elektroforéza nukleovych Kkyselin v agarézovém gelu
1) 257 bp

2) 150 ng/ml

3) 1,5ml

Cviceni ¢. 14 Izolace DNA z agarézového gelu

HRCF=1,119x 10° x rppm* xr=1,119x 10° x 14 000°x 7= 15352 g

Cviceni €. 15 Izolace medidtorové RNA z mysi tkané
1) 1,67 x 10® ribonukleotidii
2)0,11 mM

3) 100 aminokyselin
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Cvileni ¢. 16 Zpétna transkripce a priprava cDNA genu pro G3PDH
1)1x10"% deoxyribonukleotidii / sekundu
2) Jedenkrat za 4% = 4 096 nukleotidi

3)asi 0,9 ul

Cviceni ¢. 17 Priprava rekombinantniho genu pro lidsky leptin amplifikaci
1) Sekvence signalniho peptidu. Leptin za¢ind valinem.

MHWGTLCGFL WLWPYLEYVQ AVPIQKVQDD TKTLIKTIVT RINDISHTQS
VSSKQKVTGL DFIPGLHPIL TLSKMDQTLA VYQQILTSMP SRNVIQISND
LENLRDLLHV LAFSKSCHLP WASGLETLDS LGGVLEASGY STEVVALSRL
QGSLQDMLWQ LDLSPGC

2) LEP2 =5"-CTT CTT GGG AAG GAAAATGC-3"=0O9x4)+(11x2)=58 °C
LEP530 =5"-GTA GACTTG CAGGAAGAGTG-3"=(10x4)+(10x2)=60 °C

3) Pozice primeria LEP2, LEP530, a ¢asti primera HEEPSHKPN-a EERS30XBA. Iniciacni a
terminacni kodon.

1 gcttcttggg aaggaaaatg cattggggaa ccctgtgcgg attcttgtgg ctttggcect

61 atcttttcta tgtccaagct gtgeecatee aaasagteca agatgacacc aaaaccctca
121 tcaagacaat tgtcaccagg atcaatgaca tttcacacac gtcagtctcc tccaaacaga
181 aagtcaccgg tttggacttc attcctgggc tccaccccat cctgacctta tccaagatgg
241 accagacact ggcagtctac caacagatcc tcaccagtat gccttccaga aacgtgatcc
301 aaatatccaa cgacctggag aacctccggg atcttcttca cgtgctggcc ttctctaaga
361 gctgccactt gccctgggec agtggcctgg agaccttgga cagcctgggg ggtgtcctgg
421 aagcttcagg ctactccaca gaggtggtgg ccctgagcag gctgcagggg tctctgcagg
481 acatgctgtg gcagctggs teas eg—ggegetg=gg ccttgaaggt cactcttect
541 gcaagactac gttaagggaa ggaacctggc ttcaggtatc tccaggattg aagagcattg
601 catggacacc cttatcagga ctctgtcaat tcctgactct ctag

Cviceni ¢. 18 Simultanni Stépeni amplikonu a vektoru
1) 1,29 x 10" molekul

2) 4,63 x 10" molekul

3) Smichdme 1pl vektoru a Sul amplikonu.

Cviceni ¢. 19 Ligace vektoru a naStépené DNA
1) 67
2) 32,01 pg

3) 2,56 x 10" mola
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Cviceni ¢. 20 TA klonovani amplifika¢nich produkta
1) 7,2 x 10'® molekul
2) 8 x 107" mold
3) a)9,71 x 10°
b) 1,61 x 10 mold
c) 1,61 nM
d) 3,22 nM
Cviéeni ¢. 21 Transformace bakterialnich bunék Escherichia coli
1) 50 molekul plasmidu na jednu buiiku

2) 5 x 10® transformantii/pg

3)2,3x 107

Cviceni ¢. 22 Exprese rekombinantniho proinsulinu
1) Ampicilin = (5pl o koncentraci 100 mg/ml na 15ml média) = 500ug/15 ml = 33pg/ml
Chloramfenikol = (10ul o koncentraci 17 mg/ml na 15ml média) = 170pug/15ml =
11pg/ml

2) Napt. pfi objemu kultury 15ml
IPTG = (150ul o koncentraci 100mM) = fedéni 15 000/150 (100x) = ImM
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Cviceni ¢. 23 Elektroforéza proteini v polyakrylamidovém gelu

1) 90ul 10% amoniumpersulfatu na piiblizné 15 ml gelu, fedéni je tedy 15 000/90x, tedy
vysledna koncentrace = 0,06 %

2) Strukturni vzorce
Akrylamid Bisakrylamid
o

}NH: :}LH\/H‘/L

Polyakrylamid

CH, = zesit'ovani pies bis-akrylamid

Cviéeni ¢. 24 Western Blot

1. 45.45ul
2. 4x10"* molekul/ug
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