Bezpecénost prace pfri praktickych cviéenich z MB

V laboratori se:

pracuje v ochranném odévu, tj. v plasti

na pracovnich stolech jsou pouze pomiicky urcené k provadéni
zadanych ukoli, tzn., na stolech nesmi byt potraviny, napoje apod.

béhem cviceni je zakaz koufeni, konzumace pozivatin a piti napojua a
ruSeni hlukem ostatnich pracovnikii

je tireba dbat pokyni vyucujicich, aby nedoSlo k poSkozeni zarizeni,
pomiicek a znehodnoceni chemikalii.

pri praci s infekénim materialem zabranit vzniku alimentarni infekce,
tzn., nepipetovat suspenze usty, ale pouzivat bezpecnostni nadstavce na

pipety

pri praci s chemikaliemi typu Ziravin, hoflavin a mutagenii pouzivat
bezpecnostni nadstavce na pipety, pfi praci s mutageny napr. s EB
pouzivat rukavice, pri praci s UV zarenim pouZzivat ochranné bryle

pri praci s plynovymi kahany dbat na to, aby nedosSlo k pozaru a
Kk ubliZeni na zdravi. Po ukonceni prace zamezit uniku plynu.

udrzovat cCistotu na pracovnich stolech a v prostorach laboratore,
pouzity material tridit, tzn., sklo odkladat do plastovych kbelikii,
zvlasté odkladat kovové zatky, pouzité plasty tj. Spicky odkladat do
zvlastnich nadobek.

doporuceni: nosit sebou navody, poznamkové sesity, psaci potieby

a kalkulacky. Podepsat formulai o Skoleni bezpecnosti prdce.




ZASADY PRO PRACIV M-B LABORATORI 1

Je treba pracovat s ohledem na vlastni bezpefnost a na
prevenci kontaminace pracovnich pomiucek. Dusledné
separovat pouzité pomicky k dekontaminaci. Jednorazové
plastové pomiucky (Spicky) likvidovat do plastovych PVC
saCku, sklenéné pipety a zkumavky odlozit do
dekontaminacniho roztoku.

Pri praci s nastavitelnymi automatickymi pipetami je treba
dbat toho, aby byly nastaveny v rozmezi povolenych hodnot
objemii (nepretacet nad ani pod limitni rozsah objemu). Ke
kazdé pipeté pouzit vhodnou plastovou Spicku.

U zmraZenych vzorki zasobnich roztokii (enzymy, lysozym,
lysostafin, antibiotikum apod...) se musi nejprve rozpustit
cely objem a pak teprve provést nabér sterilni Spickou.

Pri kazdém nabéru enzymiu ze zasobniho roztoku je treba
pouzivat vZdy nové sterilni Spicky!

Nékteré roztoky pouzivané pro izolace DNA je treba
pripravit Cerstvé a nékteré je tifeba uchovavat pri 4 °C a
tésné pred a béhem pouziti je chladit, nejcastéji na ledu.




ZASADY PRO PRACIV M-B LABORATORI 2

Zasobni roztoky enzymu se uchovavaji  pri
—20 °C a pri pouziti je treba je mit uloZené na ledu nebo
v chladicim boxu. Je treba zkontrolovat koncentraci
zasobnich roztoku v pracovnich navodech a postupech a
neni vhodné s nimi plytvat, jsou drahé. Po nabéru lehce
otrit SpiCcku o vnitini sténu zkumavky (takto se zbavi
prebytecného enzymu zachyceného vné Spicky).
Zkumavky s enzymy a zasobnimi roztoky po odebrani
ihned uzavrit.

Smésny roztok fenolu a chloroformu v poméru 1:1 je
prevrstveny vodnym roztokem (TE pufr), se kterym se

nemisi. Je tfeba nabrat organickou smés pod hladinou
TE pufru!

Pri pripravé pracovnich roztoku nemisit navzajem
koncentraty, ale postupné pridavat do vodného roztoku
a nakonec doplnit vodou do vysledného objemu.




Prehled uloh resenych v praktiku

1. 1zolace plazmidové DNA, vektoru pUC 18 z
E. coli DH5a

2. Stanoveni koncentrace DNA spektrofotometricky
a vypocty. Restrikcni stepeni dsDNA, plazmidu
Elektroforéza +restrikéni mapovani genomové DNA

3. Transformace E. coli plazmidovou DNA
4. Priprava sacharézového gradientu a PCR

5. Zapoctovy, test a zapocet




Jméno: Datum:

Protokol €. ........

nazev ulohy:
Studovany predmét/objekt...napt. druh kultury + ndzev kmene.

Material: ...(u pouzitych roztoktl, pufrli, enzyml aj. uved’te pfesny
postup pfipravy ze zasobnich roztokli nebo chemikalii vetné
vypoctu koncentraci a objemil).

Princip metody: ...lze strucné vyjadfit 1 schematicky/
obrazkem............

Vysledky: ve formé textu a tabulek a vypoctu.......

Zavér: Vystizné, logické a smysluplné vyhodnoceni provedené
ulohy. (diskuse o pri¢inach pfipadného netspéchu)




POSTUPY IZOLACE A PURIFIKACE NK

LYZE BUNEK
detergenty (dodecylsulfat sodny)
enzymy (lysozym)
mechanicky
kombinace vice metod

DEPROTEINACE
fenol a chloroform nebo enzymové metody
(proteinaza, pronaza)
ultracentrifugace v gradientu CsClI - odstranéni
kontaminaci (zbytku bunék, bilkovin, RNA).

RNA Ize odstranit enzymaticky pomoci RNazy
SRAZENI DNA
z vodného roztoku (etanol nebo izopropanol)
ROZPUSTENI DNA
v pufru (ten musi obsahovat EDTA, ktera vaze
kationty). Eliminace rizika vyplyvajiciho

z fyzikalnich vlastnosti NK - (DNA je snadno
lamava)

Uchova DNA pii 4°C (plazmidy i pfi —20 °C)




Izolace nukleovych kyselin na chromatografickych kolonkach

izolace
. chromozomove virove
RNA plazmidu DNA RNMNA
krev, buiky bakterie krev, bunky krev, sérum
tkané tkané plazma
lyze

N

nanaseni vzorku nukleové kyseliny
na kolonku

zachyceni nukleovée
kyseliny na nosici

IS
odstiredéni ——p—

promyvani
~ ~ - -
odstredéni T—F—

v

vymyti nukleové kyseliny

— ‘\
- . . S -~
odstredéni —&”

\/ roztok Cisté nukleové kyseliny




Izolace plazmidové DNA (pUC18) u E. coli DH5a alkalickou
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AGTGCCAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCGGGTACCGAGCTCGAATTCGTA

Mnohocetné klonovaci misto plazmidového vektoru puUC18




Postup izolace plazmidové DNA

Z 18hod. tiepané kultury E. coli (pUC 18) narostlé v LB bujonu s ATB - (AMP
100 pg/ ml) odebrat 1,5 ml suspenze do Eppendorf. mikrozkumavky.

Centrifugujeme 12 000 rpm /3 min. Supernatant odlit pryc.

Sediment resuspendujeme ve 100 pl chlazeného roztoku A (TEGLU-pufr), na
vortexu nejprve dikladné promichat, a pak teprve piidat lysozym na vyslednou
koncentraci 500 pg /ml a RNazu na vyslednou koncentraci 10 pg /ml a opatrné
promichat

Inkubace 5 min / 20 °C - (vznik protoplastit).

Ptidat 200 pl roztoku B (NaOH+ SDS), opatrn¢ promichat nékolikerym
pfevracenim zkumavky. (nesmi se michat na vortexu).

Inkubace na ledu 5 min - (dochdzi k lyzi bunék a denaturaci DNA).

Piidat 150 pl ledem vychlazeného roztoku C (K-acetdt). Opatrné promichat
nékolikerym prevracenim zkumavky.

Inkubace na ledu 5 - 10 min — (dochdzi k renaturaci plazmidové DNA),
chromozomalni DNA vytvaii komplex s proteiny a s SDS.

Zcentrifugovat zbytky bunék a chromozomalni DNA 12 000 rpm/5 min/ 4 °C
(chlazeny rotor).

Odebereme supernatant do Cisté mikrozkumavky a odstranime proteiny extrakci
stejnym objemem  smési  fenol:chloroform (1:1), promichat ptevracenim,
centrifugovat pii 12 000 rpm/5 min/ 4 °C (chlazeny rotor), poté odebereme horni
vodnou fazi a stejnym zplsobem ji zpracujeme chloroformem (tj. Sevageovou
smési), op€t centrifugovat pfi 12 000 rpm /5 min/ 4 °C (chlazeny rotor).

K horni vodné fazi ptidat 1/10 objemu 3M octanu sodného, promichat a poté pridat
2 objemy vychlazeného 96% etanolu, promichat pfevracenim, nechat stat 10 min
pii - 70 °C).

Centrifugace 12 000 rpm / 15 min/ 4 °C. Opatrn¢ odstranit alkohol a k peletu ptidat
1 ml 70% etanolu, nechat stat 10 min pii 20 °C.

Opét zcentrifugujeme pi1 12 000 rpm/15 min/ 4 °C a rychle a opatrné odstranit
alkohol. Plazmidovy pelet v mikrozkumavce oto¢ené dnem vzhiru nechat ususit,
bud’ pti pokojové teploté, nebo dosusit ve vakuu (2 az 3 min.).

Vysusenou DNA rozpustit v 50 ul TE pufru (pH 8,0). Uchovat pii -20 °C.




Vyznam roztoktll v procesu izolace plazmidu alkalickou lyzi

Roztok A =TEGLU s glukézou je pufr, EDTA je inhibitor
nukleaz a vychytava (vaze) dvojmocné ionty Mg?*, které pusobi
jako kofaktory nukleaz.

Roztok B s NaOH je lyzaéni, zvySuje pH smési na 12-
12,5, denaturace LdsDNA, plazmidova CdsDNA denaturuje
castecne a reverzibilne.

SDS = aniontovy detergent dokoncCuje lyzi a uCastni se
odstranéni proteinu

Roztok C = octan draselny neutralizuje hydroxid,
zdenaturovana DNA renaturuje, tvori komplex s proteiny a
vysrazi se. Aby sraZenina zustala v sedimentu a nezvySovala
se iontova sila vlastniho lyzatu (supernatantu), je nutné
pracovat pri nizke teploté.

smés _fenol-chloroformu denaturuje proteiny, chloroform pak
odstranuje zbytky fenolu (fenol se muze téz odstranit dialyzou)




Vyznam roztokll v procesu izolace plazmidu alkalickou lyzi
- pokracovani

96% etanol - srazi plazmidovou DNA a udrzi ji
vysrazenou.

V 70% etanolu se ve zbytkové vode rozpusti vSechny zbytky
iontu soli.

Ampicilin: 100 pg/ml (v deionizované vode) pro pouziti do
LB-bujonu (10ul/10ml).

Lysozym (muraminidaza): Navazka 10 mg/ml (rozpousti se v
deionizované vod€) uchova pfi —-20 °C, (manipulace
S pracovnim roztokem na ledu).

RNaza: Navazka 10mg/ml (rozpousti se v deionizovane
vodé). Uchova pfi —20 °C, (manipulace s pracovnim roztokem
na ledu).




