Specialni metody analyzy
mikroorganizmii 1

(Bi6721)

Jana Kopecka
Milan Bartos

Prirodovédecka fakulta MU Brno,
Ustav experimentdlni biologie, Oddéleni mikrobiologie



Obsah

VZOT PrOLOKOIU ..o.cereeeeeeeeeeceseeseesssectseeeseesses s sssess s sssssssss s ssssssssnses 1
Amplifikace genu pro 16S rRNA z bakteridlnich lyzata kultur z ¢eledi Pasteurellaceae................ 3
Elektroforéza produkti PCR v agardzovém gelu.........coeneeeeneeenne. 7
Purifikace produkti PCR 11
Elektroforéza purifikovanych produktti PCR, kvantifikace, ptiprava pro sekvenovani.............. 12
Analyza vysledku SEKVENOVANT........ovvererernmeermeresseessseessseessseesssssessnns 13
Izolace bakterialni DNA z ESCherichia COli .......oeiesectsncsscsssssssisssssessssssssessssssssssssssssssssssssees 16
Stanoveni koncentrace a Cistoty DNA spektrofotometriCKy ......oueeereeemerermeeessseesssenssseesssesssseessnnees 18
Izolace genomové DNA z biologického materialu ......c.cooceereereeerneenn. 20
Detekce Chlamydia trachomatis metodou PCR (€Nd-POINt)...ccenienrierrreenmeemeemsneesseeesesssesssessseesssesssnees 22
Detekce Chlamydia trachomatis metodou real-time PCR 25
Izolace DNA z kvasinek, gelova elektroforéza, stanoveni koncentrace a ¢istoty DNA
SPEKITOMEITICKY ..vceueeeeeeeeeeeeese ettt essees et es s s s sessssans 27
PCR ITS regionu pro odliSeni komplexu Saccharomyces sensu stricto, RFLP ¢i sekvenace ITS
regionu, gelova elektroforéza 31
Informacni panel - Zakladni data o nukleovych kyselinach a proteinech 35
Informacni panel - Vzorce uZite¢né pro design PCR 36
Informacni panel - informace uzite¢né pro praci s PCR 37
Informacni panel - Tabulka standardniho genetick€ho KOdu.........ocveeeeeerernrecrsnecemseeeseeeseeesseeeineens 38

Informacni panel- Parametry prokaryotické bunky 39




Bi6721 Specidlni metody analyzy mikroorganizmii |
Vzor protokolu

Vzor protokolu

Protokol, zpracujte ve formé laboratorniho deniku, tzn., Ze si jej predem pripravte a vyplrite
(mozZno i elektronicky). Ve cvieni pak do protokolu vypliiujte pozorovani, vypocty, ziskand data.
Nasledné pak (nejlépe v ramci cviceni) vypracujte Zavéry a Diskusi.

Zaznamy z pfistrojl ziskané v pribéhu cvi¢eni nebo sekvenacni data dolozte jako Pfilohu.

Protokol odevzdejte ihned po skonceni cviceni, nejpozdéji ve cvi¢eni nasledujicim.
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Protokol z laboratorniho cvi¢eni [Nazev cviceni]

Jméno studentky/ta:

Datum provedeni:
Princip ulohy:
Strucné v jedné vété

Zmény oproti ndvodu:

Uvedte rovnéz, pokud zmény oproti navrhu nebyly

Regeni doprovodnych tloh:

Redeni tloh uvedenych na konci pfislusného navodu ke cviceni

Vysledky:
Sem napiste veskerd pozorovani, ziskana data, vypocty

Diskuse:

Podrobné diskutujte ziskané vysledky

Zavér:

Napiste, co vam cviceni prineslo

Pfilohy:

PtiloZte zdznamy ziskané z pfistrojl v prlbéhu cviceni, sekvenacni zaznamy apod.
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Amplifikace genu pro 16S rRNA z bakteridlnich lyzatii kultur z celedi
Pasteurellaceae
(cviceni ¢. 1)
Uvodni slovo

Pfesna klasifikace rady bakteridlnich druhl, a nejen zastupcl Celedi Pasteurellaceae, neni
nékdy standardnimi mikrobiologickymi a biochemickymi testy mozn4, a proto se stéle ¢astéji pouziva
analyza sekvenci nékterych evolu¢né konzervativnich gend. Jako vhodnym se jevi sekvence genu pro
16S rRNA. Tento gen obsahuje jak konzervativni oblasti, které jsou vhodnym mistem pro ndvrh
primer( pro sekvenovani, tak i variabilni Useky, kterymi se jednotlivé bakteridlni druhy a poddruhy
ligi. Usek genu vyznaceny dvéma konzervativnimi primery je amplifikovan a poté sekvenovén. Ziskana
sekvence je opravena, nepresné Useky jsou eliminovany a vysledny sled nukleotidd je porovnan
s obdobnymi sekvencemi vgenové bance (GenBank, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

K tomu lze pouzit standardnich prohleddvaci umisténych na www strankach ,National Center for
Biotechnology Information” (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Jednim znich je prohledavac

oznacovany jako BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Pracovat s timto nastrojem se naucite ve cviceni ¢. 3b.

Pro diferenciaci mezi zastupci rozsahlé Celedi vyznamnych zvifecich i lidskych patogenl se
pouZziva také dalSich gend, napt. provozniho genu rpoB, ktery kéduje B podjednotku RNA polymerazy
nebo provozniho genu infB, ktery kéduje translacni iniciacni faktor IF2. Tyto geny jsou vhodné napfr.
pro diferenciaci druhl Pasteurella, Mannheimia, Moraxella. Postup je stejny jako v pfipadé
amplifikace a sekvenovani genu pro 16S rRNA. Jen primery a podminky PCR jsou odli$né.

Toto cviceni sestdva ze dvou ¢asti

1) Ptipravy bakterialnich lyzatd z kultur ¢eledi Pasteurellaceae
2) Amplifikace jednoho ze tii vyse jmenovanych genll, my provedeme amlpifikaci genu pro
16S rRNA

Pro amplifikaci genu pro 16S rRNA pouzijeme primerd podle publikace (podle Simmon et al.
2006), a to jako forward primer sekvenci 5F (5'- TTG GAG AGT TTG ATC CTG GCT C - 3') a jako
reverse primer sekvenci 1194R (5°- ACG TCA TCC CCA CCT TCC TC - 3°). Délka vyslednych aplikon
bude pro zastupce Celedi Pasteurellaceae pfiblizné 1 190 bp.

Cil cviceni

Pfipravit jednoduchou metodou lyzaty z kultur bakterii celedi Pasteurellaceae rostoucich
na pevné pidé ve formé kolonii pro provedeni metody PCR.

Provést amplifikaci genu pro 16S rRNA, ktery lze nasledné pouZit pro diferenciaci bakterii
sekvenovanim.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Seznam pfistroju
e laminarni box
vodni lazen nebo suchy blok
trepacka Vortex
centrifuga na 1,5 ml mikrozkumavky s otackami do 14 000 rpm (20 000 g)
pikofuga na 1,5 ml mikrozkumavky s otackami do 6 000 rpm
sada pipet o objemech 20, 200 a 500 pl
termocykler

Vlastni pracovni postup

Priprava bakterialniho lyzatu

1) Naberte bakterialni kolonii klickou a resuspendujte ji v 50 pl deionizované vody
2) Povarte v suchém bloku 5 min. pfi 98°C

3) Centrifugujte 3 min. pfi 14 000g

4) Lyzat uchovavejte v lednicéce pti 4°C az 8°C

5) Pro PCR odeberte 2 pl supernatantu

Polymerazova retézova reakce
1) Vytahnéte polymerazu (Maxima™ Probe qPCR Master Mix 2X, ,FERMENTAS”), primery a
vodu z mraznicky a nechejte rozpustit pfi laboratorni teploté (asi 5 minut)
2) Uracil-DNA glykosylaza vyndejte z mraznicky bezprostfedné pred pouzitim

3) Namichejte smés pro 10 reakci PCR podle nasledujici tabulky:

Komponenta Mnozstvi na 1 reakci (v pl) Mnozstvi na 10 reakci (v pl)

MasterMix 10,0 100,0
Primer 5F (100 uM) 0,1 1,0
Primer 1194R (100 puM) 0,1 1,0
Uracil DNA glykosylaza 0,1 1,0
Deionizovand voda 7,7 77,0

DNA (lyzat) 2,0 -
CELKEM 20,0 418,0

4) Dobre promichejte pipetou opatrnym nataZzenim a vypusténim (neprobublavat, nevytvaret
bublinky) asi 5x

5) Rozpipetujte smés do jednotlivych zkumavek po 18 pl

6) Pridejte po 2 pl lyzatu a do posledni zkumavky jen vodu

4
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7) Zkumavky dobfe uzaviete, kratce stoCte kapalinu na pikofuze a vloZzte zkumavky
do termocykleru

8) Amplifikujte podle nasledujiciho programu pro amplifikaci:

Program pro amplifikaci

Krok Teplota Cas
1 37°C 2 min.
2 94°C 15 min.
3 94°C 30s
4 60°C 30s
5 72°C 2 min.
6 GOTO2 29x
7 72°C 2 min.
8 10°C oo

9) Po ukonéeni amplifikace provedte elektroforézu v 1% agarézovém gelu podle cviceni 2a.

Dalsi informace k této problematice najdete v nasleduijici literature

Christensen H. and Bisgaard M. 2010: Molecular classification and its impact on diagnostics and
understanding the phylogeny and epidemiology of selected members of Pasteurellaceae of
veterinary importance. Berliner und Minchener Tierdrztliche Wochenschrift 123, Heft %, Seiten 20-
30.

Simmon K.E., Croft A.C., Petti C.A. 2006: Application of SmartGene IDNS Software to Partial 16S
rRNA Gene Sequences for a Diverse Group of Bacteria in a Clinical Laboratory. Journal of Clinical
Microbiology 44(12), 4400-4406.

Kontrolni otazky a priklady

1) Limit detekce DNA na transluminatoru je pfiblizné 5 ng. Kolik cykld PCR musi probéhnout,
aby bylo mozno detekovat amplifikaéni produkt genu pro 16S-rRNA o délce 1 190 bp, jestlize
na pocatku reakce mate ve smési pouze jedinou kopii genu?

2) Tagq polymerdza pfipojuje nukleotidy rychlosti 150 nukleotidl/sekundu. Jak dlouho trva
tomuto enzymu, nez syntetizuje fragment o délce 1 190 bp?

3) Jaké mnoistvi dNTP potfebujete dat minimalné do PCR reakce, abyste méli dostatek
stavebniho materidlu k amplifikaci fragmentu o délce 1190 bp (za predpokladu, Ze
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4)

5)

6)
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ve fragmentu je rovhomérné zastoupeni vsech nukleotid(l)? Pfedpokladejte, Ze chcete ziskat
200 ng fragmentu a mate k dispozici zdsobni roztok smési vSech ¢ty nukleotid(, ve které ma
kazdy nukleotid koncentraci 25 mM.

Jak dlouhy amplikon muze vzniknout na nize popsaném Useku DNA (je uveden pouze jeden
z komplementarnich fetézcll) pokud ma experimentator k dispozici nasledujici dvojici

primer0?
Primer forward: Primer reverse:
5°- ATG TGA GCG GTCTACTGG - 3’ 5°- GAT AGC TAG AAT TGATAG - 3°

Sekvence, na které probihd amplifikace:

5’- 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 GACATC- 3’

Jedna jednotka enzymu Tag polymerazy inkorporuje 10 nmol nukleotid( za 30 minut pfi
teploté 72 °C. Prepoctéte tuto hodnotu na pocet inkorporovanych nukleotidd za minutu.

Jestlize frekvence za&lenéni chybného nukleotidu &ini u Tag polymerazy 285 x 10, kolikrat
mUZe tento enzym chybovat pfi syntéze 200 ng amplikonu o délce 1 190 bp? Co muZete fict
o poctu chybnych amplikon( v takovém vysledném vzorku DNA?
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Elektroforéza produktii PCR v agarézovém gelu
(cviceni €. 2a)

Uvodni slovo

Elektroforéza v agarézovém gelu je standardni metoda pro déleni, identifikaci a purifikaci
fragmentl DNA. Touto relativné jednoduchou metodou je moZné rozdélit i komplexni smési
fragmentl DNA, které nelze rozdélit jinymi zpUsoby, napfiklad centrifugaci v hustotnim gradientu.
Kromé toho je pfi elektroforéze mozné ptimo sledovat polohu jednotlivych fragmentd a tim stanovit
jejich velikost. Diky fluorescenci po ,,obarveni“ ethidiumbromidem odhadnout i koncentraci DNA.

Princip elektroforézy spocivé v protla¢ovani fragmentd DNA (nebo v principu jakychkoli jinych
makromolekul) rozpusténych v tekutém prostredi ve stejnosmérném elektrickém poli molekulovym
sitem, ktery tvofi gel agardzy. Chemicka struktura agardzy, to jsou stfidajici se zbytky D-galaktdzy a
3,6-anhydro-L-laktdzy, vzajemné spojené stiidavé glykosidickymi vazbami f-1-4 a a-1-3.

Elektroforetickou pohyblivost ovlivriuje fada faktor(. Zakladni silou, ktera urcuje pohyb DNA
je skutecnost, Ze soucasti struktury DNA jsou zbytky kyseliny fosforec¢né, které davaji molekule DNA
celkovy zaporny naboj. Proto DNA putuje ve stejno-smérném elektrickém poli od zdporného
ke kladnému podlu. Rychlost pohybu DNA v elektrickém poli vSak neni dana velikosti naboje, ale
predevsim jejimi rozméry. Linearni fragmenty DNA se pohybuiji rychlosti, ktera je nepfimo Umérna
logaritmu jejich velikosti. Dal$im ddlezitym faktorem je koncentrace agarézového gelu. Cim je vy3si
koncentrace agardzy, tim hust$i je sit, kterou musi fragmenty DNA prochazet. Existuji rGzné
komeréné dostupné druhy agardz, ale obecné plati, Ze na bézném agarézovém gelu (pouzivaji se
koncentrace 0,6 % az 3,0 %) Ize Uspésné rozdélit fragmenty o velikostech od 100 bp do 20 000 bp
(20 kbp). Vétsi fragmenty vyzaduji jiné usporadani, tzv. pulsni gelovou elektroforézu.

RovnéZ konformace DNA ma vliv na jeji pohyb v elektrickém poli. Jinou rychlosti se pohybuji
kompaktni struktury CCC plasmidové DNA, jinou jeji OC formy a jinou linearni fragmenty. Kromé toho
je elektroforéza ovliviiovéna intenzitou elektrického pole, sloZzenim elektroforetického média (pufru)
a teplotou.

V tomto cvi€eni provedete elektroforézu v 1 % agarézovém gelu, v tris-boradtovém pufru, pfi
laboratorni teploté, pfi napéti 10 V/cm gelu (optimalni je 5 V/cm).

DNA je v gelu detekovana po ,obarveni” ethidiumbromidem. Ethidiumbromid, ktery ma
plandrni strukturu, se vmezefuje mezi bdze v nukleové kyseliné. Po ozafeni kratkovinnym
ultrafialovym zarenim fluoreskuje ¢ervenym svétlem o vinové délce 590 nm, které je mozno zachytit
fotografickym zafizenim. Ethidiumbromid vmezefeny v DNA zafi asi 80x intenzivnéji neZ ve volném
stavu.

Cil cviceni
Detekovat amplifikaéni produkty z predchozich cviceni.
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Seznam pfistrojl
e vdhysvaiivosti+/-0,1g
e aparatura pro elektroforézu
e mikrovinna trouba
e sada pipet o objemech 10, 50 a 200 pl

Ptiprava gelu
1) Ptipravte 1 litr 0,5x TBE pufru ze zakladniho roztoku 5x TBE.

2) Zmérte velikost gelu, jehoZ vyska musi byt 6 mm.

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

4) Navazku agardzy vsypte do Erlenmeyerovy bariky o objemu alespon 2x vétsim, nez je
uvaZzovany objem gelu.

5) Odmérte objem 0,5x TBE pufru a nalijte do Erlenmeyerovy bariky s agardzou.

6) Vynulujte vahy s Erlenmeyerovou barikou.

7) Dokonale rozvafte agardzu v mikrovinné troubé, tzn. za priibézného michani, pfivedte
3 az 4x k varu. Pozor na utajeny var!

8) Znovu zvaZzte Erlenmeyerovu barku s rozvafenou agardzou a Ubytek hmotnosti doplrite
destilovanou vodou.

9) Zchladte rozvafenou agardzu na teplotu 50 az 60 °C (odhadem).

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

11) V prlibéhu zchlazovéani agardzy upevnéte matrici pro tvorbu komirek (hfebinek) do
nalévaci aparatury. Dolni okraj hfebinku se nesmi dotykat dna - optimalni je vySka 1mm
nad dnem. Nalévaci aparatura musi byt umisténa na vodorovné podloZce.

12) Ochlazenou agardzu nalijte po opatrném, ale dikladném zamichani do nalévaci aparatury,
Cistou Spickou odstrarite pripadné bubliny.

13) Nechte gel zatuhnout (asi 30 min).

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

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

16) Tahem kolmo vzh(iru vyjméte hrebinek.

17) Zkontrolujte neporusenost komUrek pro nanaseni vzorku.

18) Zkontrolujte vysku hladiny pufru nad gelem — musi byt alespori 1mm nad gelem.

Naneseni vzork(, elektroforéza

1) Upravte polohu ¢erné félie pod nanaseci komrky.

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

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

4) Pripojte elektroforetické kabely k vané, zasunte bezpecnostni kryt a pfipojte kabely ke
zdroji - Cerny kabel kzapornému podlu, cerveny kabel ke kladnému pdlu. Pozor
na spravnou orientaci vany. DNA putuje od minus k plus pélu!

5) Provedte elektroforézu pfi 10 V/cm gelu.

6) Po 5 minutdch zkontrolujte pribéh elektroforézy, zejména spravny smér pohybu detekéni
barvicky (bromfenolova modr) obsazené v 6 x GLB pufru.

8
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7) Poté, co detekéni barvicka dosahne asi 2/3 gelu (nebo ubéhne pfedepsana doba po kterou
se ma elektroforéza provadét, coz je v nasem pripadé asi 30 min), ukoncete elektroforézu.

8) Odpoijte elektrické kabely od zdroje.

9) Nasadte si rukavice.

10) Odsunite bezpecnostni kryt z elektroforetické vany.

11) Pfeneste gel na UV-transluminator, provedte vizualni kontrolu gelu, pfipadné
vyfotografujte na dokumentaénim zatizeni.

Dalsi informace k této problematice najdete v ndsleduijici literature

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

SloZeni roztokut

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

3) Doplrite objem na 1 000 ml v analytické odmérné barice.

4) Prelijte roztok do 1 000 ml Idhve se Sroubovacim uzédvérem.

5) Skladujte pfi 4 aZz 8 °C, pfi tomto zpUsobu skladovani mozno pouzivat 6 mésicu.

Zasobni roztok ethidiumbromidu (10 mg/ml)

Ethidiumbromid je Cervend krystalicka latka. Je to mutagen a karcinogen, proto je nutné pfi 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 pfi laboratorni teploté ve tmé, mozno skladovat

po dobu 5 let.

Nandaseci elektroforeticky pufr s barvickou (6 x GLB)

Pufr se pfipravuje v Sestindasobném zahusténi, obsahuje detekcni barvicku bromfenolova modfr.
1) Na analytickych vahach navazte 0,5 g bromfenolové modfri

2) Rozpustte v 50 ml 1 x TBE pufru.

3) Pridejte 50 ml glycerolu.

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

5) Sterilizujte v pfehfaté pare pfi 112 °C/30min.

6) Cast roztoku po 1 ml sterilné rozpipetujte do sterilnich 1,5 ml mikrozkumavek.

7) Rozpipetované davky a zbytek uskladnéte pfi 4 az 8 °C, Ize skladovat po dobu 10 let.




Bi6721 Specidlni metody analyzy mikroorganizmii |
Elektroforéza produkti PCR v agarézovém gelu

Kontrolni otdzky a ptiklady
1) Zavislost velikosti DNA na elektroforetické pohyblivosti neni linearni. V urcitém zjednoduseni
muzZe byt vyjadiena logaritmickou funkci. Stanovte délku amplifikacniho produktu z obrazku

vysledné elektroforézy.

START

Elektroforeticka
pohyblivost amplikonu =
34,0 mm

Standard A B C D E

Velikost standard( Elektroforeticka pohyblivost
A =500 bp 29,0 mm
B =400 bp 32,5mm
C =300 bp 35,5 mm
D =200 bp 38,0 mm
E =100 bp 45,0 mm

Navod FfeSeni:
Vyneste hodnoty pfirozeného logaritmu velikosti standardd a elektroforetické pohyblivosti do grafu a
z ného pak odectéte velikost amplikonu.

N=InX
kde

N = elektroforeticka pohyblivost vcm
X = velikost DNA fragmentu v bp

2) Jaka je vysledna koncentrace ethidiumbromidu ve vami pfipraveném agarézovém gelu?

3) Kolik ml zasobniho roztoku ethidiumbromidu (10 mg/ml) pouZijete pro pfipravu 100 ml
roztoku o koncentraci 0,15 mg/ml?

10
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Purifikace produktii PCR
(cviceni ¢. 2b)

Uvodni slovo

Béhem PCR reakce vznikaji v malém mnozstvi i nespecifické amplikony. Pro nékteré aplikace
(in vitro translace, klonovani) je nutné ziskat potfebné Useky DNA ve velmi Cisté podobé, bez primési
nespecifickych amplikon( a v roztoku, ktery by neinhiboval nasledné reakce. Po rozdéleni produktd
takové PCR reakce vagarézovém gelu je moziné pozadovany fragment DNA (amplikon) z gelu
vyfiznout a izolovat ho.

PCR produkty se pouZivaji také k sekvenovani. | vtomto pfipadé je vhodné amplikony
purifikovat a zbavit je prebytenych soli, zbytkl polymerazy, nespotfebovanych nukleotidd a
primer(. Pokud pfi PCR nevznikaji nespecifické produkty, je purifikace jednodussi, neni zapotrebi
elektroforézy a vyiezdvani amplikonl z gelu.

K vySe uvedenym purifikacnim procestiim (vycisténi PCR smési nebo izolace amplikoni
vyfezanych z gelu) byly vyvinuty komercné dostupné soupravy, které to umoznuji. Zakladem je pufr,
ktery rozpusti agardzu a uvolni tak DNA do roztoku. Z roztoku je pak DNA vyvazdna na silikagel a
zachycena na filtr ,chromatografické” kolonky. Nasleduje promyti kolonky, které je spojeno
s odstranénim vSech kontaminujicich latek a eluce ¢isté DNA do poZadovaného roztoku. Takto
izolovany PCR fragment je velmi Cisty, bez pfitomnosti nespecifickych produktd a soli.

Cil cviceni
Izolovat PCR amplikon z roztoku nebo z gelu pro Gcely sekvenovani

Seznam pfistroju
e sada pipet o objemech 10, 100 a 1000 pl

e suchy termoblok
e centrifuga na 1,5 ml mikrozkumavky s otackami do 14 000 rpm (20 000 g)

Vlastni pracovni postup

K purifikaci pouZijeme nékterou z komeréné dostupnych souprav a budeme postupovat
presné podle navodu vyrobce. Navod je veden v anglickém jazyce a studenti tak budou mit moznost
zdokonalit se v porozuméni psaného odborného textu.

Ziskané produkty provéri studenti elektroforézou v agarézovém gelu v nasledujicim cviceni.

Dalsi informace k této problematice najdete v nasleduijici literature

Sambrook, J. a Russell, D. 2001: Molecular cloning. A laboratory Manual. Cold Spring Harbor
Laboratory Press
Manualy spolecnosti QIAGEN (Germany)

Kontrolni otdzky a pfiklady
1) Spocitejte, jaké pretizeni plsobi na dné zkumavky na material, jestlize jste na vasi centrifuze
pouzili maximalni otacky, tj. 14 000 rpm. Polomér rotoru je 7 cm.
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Analyza vysledki sekvenovadni

Elektroforéza purifikovanych produktii PCR, kvantifikace, priprava pro
sekvenovdni
(cviceni ¢. 3a)

Uvodni slovo
Poznamky k agardzové elektroforéze jsou uvedeny ve cviceni €. 2a

Cil cviceni
Provést kontrolu purifikace produktli PCR, odhadnout koncentraci produktu a pfipravit
vzorek k odeslani komercni firmé pro ucely sekvenovani

Seznam pfistrojl
o pomucky k elektroforéze podle cviceni ¢. 2a

e UV spektrofotometr podle cvi¢eni 4a
e pikofuga na 1,5 ml mikrozkumavky s otackami do 6 000 rpm

Vlastni pracovni postup

Elektroforéza a odhad koncentrace
1) Provedeme elektroforézu malého mnoZstvi PCR produktu ze cvic¢eni 2b

2) Soucasti nanasenych vzork( bude i vhodny kvantifikaéni standard, ktery umozni odhad
koncentrace DNA

Kvantifikacni standard je sériové naredéna smés rlzné dlouhych fragmentl dsDNA o znamé
koncentraci. Odhad koncentrace se provadi porovnanim intenzity fluorescence fragmentu
kvantifikacniho standardu s intenzitou fluorescence purifikovaného PCR produktu. Hodnota je
ovsem velmi orientaéni a nelze ji nahradit spektrofotometrii nebo fluorometrii. Nicméné
v nékterych pfipadech mize byt pro dalsi manipulace s DNA dostacuijici.

Pfiprava vzorku pro sekvenovani
1) Purifikovany amplikon nezaménitelné oznadime, uvedeme informaci o stanovené

koncentraci DNA a vloZime do transportniho sacku — postovni obalky

2) Na strankach spolecnosti Macrogen (http://dna.macrogen.com/eng/) se sezndmime
s nabidkou firmy tykajici se sekvenovani, zpUsoby sekvenovani, objednavani a odesilani
vzorkl na sekvenovani. O zjisténych skutecnostech sepiSeme kratkou zpravu. Rovnéz
zjistime, na jakou adresu odesleme nase vzorky a co dalsSiho jesté musime vloZit do obalky.

Dalsi informace k této problematice najdete v nasleduijici literature

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

Internetové stranky spole¢nosti Macrogen (http://dna.macrogen.com/eng/) a Generi-Biotech
(http://www.generi-biotech.com)
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Analyza vysledki sekvenovadni

Analyza vysledku sekvenovdni
(cviceni ¢. 3b)

Uvodni slovo

Toto cviceni je pfimym pokracovanim cviceni ¢. 1. Pro druhové zafazeni miiZze postacovat
sekvence Casti genu pro 16S rRNA. Ovéreni a presnéjsi klasifikace Ize dosahnout porovnanim sekvenci
vice genll v databazi. Pro Ucely klasifikace vybranych zastupcl Celedi Pasteurelllaceae jsme zvolili
kromé genu pro 16S rRNA provozni geny rpoB a infB.

Sekvenovani se provadi z jednoho z primer( pro sekvenovani nebo Ize navrhnout vhodnou
sekvenci uvnitf amplikonu. V nasem pfipadé je takovou sekvenci primer 810R, ktery lezi uvnitf
amplikonu ziskaného amplifikaci genu pro 16S rRNA. Nepouziva se primer amplifikacni (1194R).
Ptehled amplifikacnich a sekvenacnich primer( je uveden v této tabulce:

Gen Primer Ucel Sekvence Citace
5F AS 5-TTG GAG AGT TTGATCCTGGCTC -3’ Simmon et al. 2006
16S rRNA 1194R A 5’- ACG TCATCCCCACCTTCCTC-3" Simmon et al. 2006
810R S 5’- GGC GTG GAC TTC CAG GGTATCT -3’ Simmon et al. 2006
Pasrpob-L A, S 5- GCA GTG AAAGARTTCTTT GGT TC - 3’ Korczak et al. 2004
rpoB
Rpob-R AS 5- GTT GCATGT TNG NACCCAT-3’ Korczak et al. 2004
infB-F1241 A,S 5’- CCT GAC TAY ATT CGT AAAGC - 3’ Christensen et al. 2004
infB
infB-R1727 AS 5°- GTA GCA ACC GGA CCA CGA CCTTTAT-3" | Christensen et al. 2004

A = amplifikace, S = sekvenovani

Délka amplikonu z genu pro 16S rRNA je pfiblizné 1 190 bp
Délka amplikonu z genu pro rpoB je priblizné 558 bp
Délka amplikonu z genu pro infB je pfiblizné 486 bp

Pro porovnavani nami ziskanych sekvenci s celosvétovou databdzi pouzijeme algoritmus
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), ktery je
v soucasnosti asi nejrozsirenéjsim heuristickym algoritmem, ktery umoznuje prohledavat rozsahlé
databaze. Pro ucely srovndvdni nukleotidovych DNA sekvenci bakterii je nejvhodnéjsi vyuzit databdze
BLASTN. Po seznameni se svzhledem pfislusnych www stranek zvolime nastaveni default, je ale

mozné zvolit vlastni parametry prohledavani.
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Cil cviceni

Analyzovat vysledky sekvenovani

Seznam pfistrojl

Toto je pouze teoretické cviCeni, potfebovat budete pouze zaznamy o sekvenovani a
vysledné protokoly

Analyzy provedete s vyuZitim volné dostupnych internetovych nastrojd

Jedinym pfistrojem pro toto cviceni je pocitac napojeny na internet

Vlastni pracovni postup

1)

2)
3)

4)

Stahnéte si v elektronické formé “Zdznamy o sekvenovdni”, vyberte si 3 zdznamy

k libovolnému vzorku oznacenému cisly 22 aZ 44

VyZdadejte si od vyucujiciho “Vysledné protokoly ze sekvenovdni”

Zkontrolujte a opravte sekvence

1) Prohlédnéte si zaznamy sekvenci jednotlivych genl a vyhledejte ty nukleotidy, které
nejsou dobfre Citelné.

2) Opravte vzaznamu software neuréené nukleotidy, pfipadné vyradte ty, které jsou

necitelné.

3) Zkontrolujte, jestli na zaznamu dokaZete najit jeden zprimerl, které byly pouZity
k amplifikaci. Je to ten druhy primer nez ten, ktery byl pouZit pro sekvenovani.

4) Zkontrolujte, jak dlouhy je ziskany sekvenacni zaznam oproti délce amplikonu.

5) Vyznacte v sekvenci celistvy Usek, ktery uZz po opravé neobsahuje Zadné nelitelné nebo
Spatné Citelné nukleotidy.

Prohledejte databdzi a zaradte vysledky

6) Vyhledejte prohledava¢ oznacovany jako BLAST (Basic Local Alignment Search Tool,
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

7) Vlozte sekvenci celistvého Useku do prohledavace.

8) Vyckejte, az program provede porovndni vasi sekvence s databazi.

9) Odectéte vysledek a zaznamenejte nejpravdépodobnéjsi zafazeni  druhu
do vyhodnocovaci tabulky.

10) Postupné provedte vyhleddni a zarazeni podle vsech tfi sekvenci, genli pro 16S rRNA,
rpoB a infB.

11) Urcete, o jaky druh bakterie se nejspis jednalo.
12) Porovnejte svlj vysledek s tabulkou, ve které jsou uvedeny vysledky zarazujici bakterie
podle biochemickych charakteristik
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Vzor vyhodnocovaci tabulky

Zarazeni podle
Vzorek €. Zavér
16S rRNA rpoB infB

22

24

30

33

35

36X

37X

38

40

41

42

43

a4

Gallibacterium
45 anatis
(Actinobacillus sp.)

Gallibacterium Gallibacterium Gallibacterium
anatis anatis anatis

Dalsi informace k této problematice najdete v ndsledujici literature

Cvrékova, F. 2006: Uvod do praktické bioinformatiky. Academia, Praha.
Smarda et al. 2005: Metody molekularni biologie, Masarykova Universita, Brno

Simmon K.E., Croft A.C., Petti C.A. 2006: Application of SmartGene IDNS Software to Partial 16S
rRNA Gene Sequences for a Diverse Group of Bacteria in a Clinical Laboratory. Journal of Clinical
Microbiology 44(12), 4400-4406.

Korczak B., Christensen H., Emler S., Frey J., Kuhnert P. (2004): Phylogeny of the family
Pasteurellaceae based on rpoB sequences. International Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology 54, 1393-1399.

Christensen H., Kuhnert P., Olsen J.E., Bisgaard M. (2004): Comparative phylogenies of the
housekeeping genes atpD, infB and rpoB and the 16S rRNA gene within the Pasteurellaceae.
International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology 54, 1601-1609.

15




Bi6721 Specidlni metody analyzy mikroorganizmii |
Izolace bakteridIni DNA z Escherichia coli

Izolace bakterialni DNA z Escherichia coli
(cviceni ¢. 4a)

Uvodni slovo
Obecny postup izolace bakterialni DNA sestava ze Ctyf zakladnich kroka:

RUstu kultury a sedimentace bunék
Rozbiti bunék a jejich obsahu
Zpracovani bunécného extraktu — odstranéni vseho kromé DNA

YV V V V

Zahusténi vysledného roztoku

Nizkomolekuldrni relativné znecisténou DNA jsme izolovali jako hruby lyzat bunék v uloze
¢. 1. Analyza bakterialnich gen(l vSak vyZaduje Casto izolaci i vysokomolekularni genomové DNA, ktera
musi byt kromé toho ziskdna ve vysoké Cistoté. V soucasné dobé je na trhu k dispozici celd rada
vytecnych komercnich souprav, které jsou pro mikrobiologa metodou prvni volby. Teprve kdyz
komeréni souprava nedokaze poskytnout dostatecné kvalitni izoldt pro analyzu, je tfeba sahnout
do teorie a zajistit s pomoci dostupné literatury nebo konzultace s molekularnim biologem jinou
metodu.

Principem soupravy, kterou budeme vtéto Uloze pouZivat, je lyze bunék aniontovym
detergentem v pritomnosti DNA stabilizatoru. Stabilizator inhibuje aktivitu vnitrobunéénych DNaz a
také DNaz, které by se mohly do izolovaného materialu dostat z vnéjsiho prostiedi. RNA je ze vzorku
odstranéna plsobenim RNazy. Dalsi kontaminanty, napf. proteiny, jsou odstranény precipitaci
v roztoku s vysokou koncentraci soli. Genomova DNA je ziskdana precipitaci v alkoholu a precipitat je
rozpustén vroztoku 1mM EDTA/10 mM Tris.Cl pH= 7,5. lzolovand DNA by méla mit pomér
absorbance A260/A280 mezi 1,7-1,9.

Cil cviceni
Izolovat genomovou DNA bakterie Escherichia coli komeréni soupravou

Seznam pfistrojd
e vodnilazen nebo suchy blok

e trepacka Vortex

e centrifuga na 1,5 ml mikrozkumavky s otackami do 14 000 rpm (20 000 g)
e pikofliga na 1,5 ml mikrozkumavky s otackami do 6 000 rpm

e sada pipet o objemech 20, 200 a 500 pl

e stopky

Vlastni pracovni postup

Kizolaci pouZijeme nékterou z komer¢né dostupnych souprav a budeme postupovat presné
podle ndvodu vyrobce. Navod je veden v anglickém jazyce a studenti tak budou mit moznost
zdokonalit se v porozuméni psaného odborného textu.

Prvnim krokem izolace bude stanoveni poctu bakterii ve vzorku. Pro Escherichia coli plati, ze
pti vinové délce 600 nm hodnota optické hustoty ODgy = 1 odpovidd asi 8 x 10° bunék/ml.
Predpokladejme dale, Ze je zavislost poctu bunék na ODgyg linedrni.
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Koncentraci a Cistotu izolované DNA proméfime spektrofotometricky ve cviceni €. 4b.

Dalsi informace k této problematice najdete v ndsleduijici literature

Marmur, J. 1961: A procedure for isolation of DNA from microorganisms. Journal of Molecular
Biology 3, 208-218. Jedna se o prvni ¢lanek, ve kterém jsou popsany zakladni principy izolace DNA.

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

Manual spolecnosti QIAGEN (Germany)

Kontrolni otazky a priklady

1) Jakou hmotnost ma chromozém Escherichia coli, u ného? bylo zjisténo celkem 4 x 10° pard
nukleotidd? Primérna molekulova hmotnost jednoho bp je 650.

2) Jestlize mate koncentraci Escherichia coli vsuspenzi 8 x 10® bunék/ml, jaké maximalni
mnozstvi DNA muZete teoreticky izolovat ze 2 ml této suspenze?

3) Kolik molekul chromozdému Escherichia coli by bylo obsazeno v 1 ug DNA?

4) Jak dlouhy je v linearnim stavu chromozém Escherichia coli? Pfipomernme si, Ze vzdalenost
mezi dvéma pary bazi je 0,34 nm.

5) Doplnte nasledujici tabulku tykajici se genomové DNA rlznych organism(

Organismus Velikost DNA (bp) Molekulova Hmotnost Pocet molekul
hmotnost 1 molekuly vig
Escherichia coli 4,0x10°
Bakteriofag A 48 514
Saccharc_)r'nyces 16x 107
cerevisiae
Clovék 3,2x10°
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Stanoveni koncentrace a cistoty DNA spektrofotometricky
(cviceni ¢. 4b)

Uvodni slovo

Rychlou a jednoduchou metodu stanoveni koncentrace nukleovych kyselin predstavuje
proméreni spektra v rozsahu 230 az 320 nm. Baze v nukleovych kyselindch maji absorpéni maximum
pti 260 nm. Obecné plati, Ze pokud je hodnota absorbance A5, v1cm kyveté rovnd 1,0, je
koncentrace dvouretézcové DNA v kyveté 50 pug/ml. Pro jednofetézcovou DNA a RNA plati hodnota
38 ug/ml. Cistota DNA je nejéastéji odhadovana na zakladé poméru absorbanci pfi réiznych vinovych
délkach. Pro Cistou DNA plati pomér:

Azgo/Azg0 = 1,80

Tento parametr je nejduleZitéjsi a v béZzné praxi nejcastéji pouzivany. Pokud je hodnota jina
nez 1,80, pak je vzorek DNA kontaminovan proteiny nebo RNA.

Druhy pomér, ktery je vhodné sledovat je

Asgo/Azz0 > 2,00

Pokud je tento pomér pod 2,00, pak neni izolat Cisty a obsahuje zbytky roztokl z izolaéni
soupravy. Pomér A,go/As30 Nesmi pfesdhnout hodnotu 3,00.

Cil cviceni

Stanovit koncentraci a posoudit Cistotu izolované bakterialni DNA

Seznam pfistrojl
e UV-VIS spektrofotometr

e 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 cviceni €. 1) a provedte nastaveni nulového
pozadi (tzv. blank).

3) DNA izolovanou ve cviceni ¢. 1 nafedte 10x tak, Ze k 10 pl DNA napipetujte 90 ul roztoku AE.

4) Naredénou DNA napipetujte do kyvety a zmérte hodnoty absorbance pti 230, 260 a 280 nm.
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5) Je-li namérena hodnota A,s mimo hodnoty 0,1 az 0,3, opakujte fedéni vzorku DNA. Jen v rozsahu
hodnot 0,1 az 0,3 je zavislost koncentrace na absorbanci linedrni a namérené hodnoty jsou
presné.

6) Vyhodnotte dosazené vysledky.

Dalsi informace k této problematice najdete v ndsledujici literature

Manchester, K. L. 1995: Calue of Aysso 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

Kontrolni otazky a priklady

1) Kolik ul vzorku DNA nanesete do reakce, potifebujete-li 2 ng a mate k dispozici roztok DNA
o koncentraci 2 pg/ml?

2) Kolik molekul DNA plasmidu pCR2.1 o velikosti 3900 bp je obsaZzeno ve 100 pl vzorku
o koncentraci DNA 50 pg/ml?

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

4) Kolik fediciho roztoku pfidate do 30 ul vzorku DNA o koncentraci 60 ug/ml tak, aby
koncentrace DNA po zfedéni klesla na 15 ng/ul?

5) Kolik molekul plasmidové DNA o velikosti 50 000 bp obsahuje 100 ul roztoku, u néhoZ byla
hodnota absorbance pfi 260 nm po 10 ndsobném ziedéni rovna 0,15?
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Izolace genomové DNA z biologického materidlu
(cviceni €. 5a)

Uvodni slovo

Chlamydia trachomatis jsou gramnegativni bakterie, které parazituji uvnitf vnimavych bunék
sliznic. Jedna se o jednoho ze tii pivodcl chlamydidzy. Chlamydia trachomatis se pienasi pohlavnim
stykem a mlze u muzl i u Zen zpUsobit vazné zdravotni komplikace. Predpoklada se, Zze rocné je
chlamydiemi infikovano asi 90 milion lidi.

Laboratorné se chlamydie vySetfuji jiz od pocatku 80. let minulého stoleti. Zpocatku byly
chlamydie stanovovany cytologicky a tento test byl doplnén kultivaci na bunécénych kulturach. V 80. a
90. letech pak byly vyvinuty komercni soupravy na detekci antigen( a pozdéji i nukleovych kyselin.

Klinické vzorky, které se pouzivaji k detekci chlamydii, jsou stéry z rlznych télesnych casti
nebo télni tekutiny, jak je uvedeno v tabulce. V tabulce jsou taky uvedeny doporucené diagnostické
metody podle typu vzorku, vS§imnéte si, Ze metoda stanoveni z DNA je univerzalni pro vSechny typy
vzorkd.

Diagnosticka metoda

v
(o]
)

Vzorek Mikroskopie Kultivace Imunoanalyza Hybridizace

Spojivkovy + + + +

Nasofaryngealni -

+
Cervikalni - + +
Uteralni - + +

+ |+

Rektalni - - - -

Posevni -

Vaginalni - - - -

Introitalni - - - -

Mog - - - -

Lymfaticky - + - -

o N R B E S N o o R P

Semeno - - - -

V praktiku nepouZijeme pfimo klinicky materidl, ale vzorky imitujici mo¢ obohacené umélou
DNA, obsahujici ¢ast sekvence genomu Chlamydia trachomatis. Pfesto budeme ke vzorkim
pristupovat jako k potencidlné nebezpecnému klinickému materidlu a budeme dodrzovat pfislusné
bezpecnostni predpisy a pravidla bezpecnosti prace.

Izolovanou DNA pouZijeme pro metodu polymerazové retézové reakce ve standardnim
systému a v modifikaci real-time PCR.

Cil cviceni
Izolovat genomovou DNA bakterie Chlamydia trachomatis komercni soupravou z klinického
materidlu.

Seznam pfistrojd
e vodni lazen nebo suchy blok

e tfepacka Vortex
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e centrifuga na 1,5 ml mikrozkumavky s otackami do 14 000 rpm (20 000 g)
e pikofuga na 1,5 ml mikrozkumavky s otackami do 6 000 rpm

e sada pipet o objemech 20, 200 a 500 pl

e stopky

Vlastni pracovni postup

K izolaci pouzijeme nékterou z komercné dostupnych souprav a budeme postupovat presné
podle ndvodu vyrobce. Navod je veden v anglickém jazyce a studenti tak budou mit mozZnost
zdokonalit se v porozuméni psaného odborného textu.

Koncentraci a Cistotu izolované DNA promérime spektrofotometricky ve cviceni €. 4b.

Pak provedeme vlastni detekci metodou PCR ve cvic¢enich 5a a 5b.

Dalsi informace k této problematice najdete v ndsleduijici literature

Marmur, J. 1961: A procedure for isolation of DNA from microorganisms. Journal of Molecular
Biology 3, 208-218. Jedna se o prvni ¢lanek, ve kterém jsou popsany zakladni principy izolace DNA.

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

Manual spolec¢nosti QIAGEN (Germany)

Chernesky, M.A. 2005: The laboratory diagnosis of Chlamydia trachomatis infections. Can J Infect Dis
Med Microbiol, 16(1):39-44.

http://microbewiki.kenyon.edu/index.php/Chlamydia

Kontrolni otazky a priklady

1) Jakou hmotnost ma chromozém Chlamydia trachomatis, u néhoz bylo zjiSténo celkem
1042 519 parl nukleotidG? Primérna molekulova hmotnost jednoho bp je 650.

2) Kolik molekul chromozédmu Chlamydia trachomatis by bylo obsazeno v 1 ng DNA?

3) Jak dlouhy je vlinedrnim stavu chromozém Chlamydia trachomatis? Pfipomenme si, Ze
vzdalenost mezi dvéma pary bazi je 0,34 nm.

4) Kolik part nukleotidl bylo nalezeno u Ch. pneumoniae?

5) Kolik strukturnich genl bylo popsano u Chlamydia trachomatis, porovnejte s Ch.
pneumoniae?

6) V kolika genech se oba druhy lisi/shoduji?
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Detekce Chlamydia trachomatis metodou PCR (end-point)
(cviceni ¢. 5b)

Uvodni slovo

Souprava, se kterou budete ve cviceni pracovat je urena k detekci chromozomdlni DNA
bakterie Chlamydia trachomatis na principu amplifikace sekvence vicekopiového genu pro 16S RNA
metodou polymerazové retézové reakce. Detekéni souprava vyuziva technologii “hot start”, ktera
minimalizuje nespecifické reakce a zajistuje maximalni citlivost reakce. Soucasti MasterMixu je jako
stavebni komponenta DNA nukleotid dUTP a enzym uracil-DNA-glykosylaza (UDG), ktery umoznuje
odstranéni pfipadnych kontaminaci produkty amplifikace.

Souprava obsahuje tzv. “interni kontrolu”, kterd je komponentou ,MasterMixu“; interni
kontrola je uréena ke kontrole inhibice PCR.

Cil cviceni

Provést detekci Chlamydia trachomatis ve vzorcich ze cvi¢eni 5a polymerazovou retézovou
reakci metodou end-point PCR

Seznam pfistrojl

. termocykler

. PCR box

. sada pipet o objemech 2, 20, 200 a 500 pl
. stojanky na zkumavky a PCR zkumavky

Vlastni pracovni postup

Namichani reakce

V3echny kroky je mozno provadét pfi laboratorni teploté

1) Nechejte rozpustit MasterMix po dobu asi 5 minut a poté promichejte nékolikerym, ale
opatrnym prevracenim zkumavky

2) Rozpipetujte MasterMix po 36 ul do PCR zkumavek

3) Pridejte po 4 plizolované DNA

4) Do samostatné zkumavky pridejte 4 pl pozitivni kontroly

5) Vysledny objem reakénich smési je 40 pl

6) Uzaviete PCR zkumavky, kratce zcentrifugujte veskerou tekutinu ke dnu, vloZte
do termocyleru a provedte amplifikaci
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Amplifikace
Proces Teplota Cas
Opracovani UDG 37°C 2 min.
Aktivace reakce 95°C 15 min.
PCR opakovat 45x
Denaturace 95°C 20s
Annealing 58°C 20s
Polymerace 72°C 40s
Finalizace
Konecnd extenze 72°C 2 min.
Zchlazeni 12°C nekonecno
Vyhodnoceni

Provedete elektroforézou ve 2% agarézovém gelu postupem podle cviceni €. 2a. Specificky
amplikon pro Chlamydia trachomatis ma velikost 300 bp, interni kontrola pak 600 bp.

Specificky amplikon Interni kontrola Vysledek

Pozitivni kontrola ANO ANO POZITIVN{
ANO NE POZITIVN{
Negativni kontrola NE ANO NEGATIVNI
Vzorek ANO ANO POZITIVN{
ANO NE POZITIVNI
NE ANO NEGATIVNI

NE NE NEHODNOTITELNY

V protokolu fadné popiste elektroforeticky zaznam a vypracujte tabulku, ve které uvedete
vysledky pro jednotlivé vzorky

Dalsi informace k této problematice najdete v ndsledujici literature

Persing (2011): Molecular Microbiology - second edition, ASM Press , Washington, D.C.

Manual dodavatele detekéni soupravy
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Kontrolni otazky a priklady

1) Limit detekce DNA na transluminatoru je pfiblizné 5 ng. Kolik cykld PCR musi probéhnout,
aby bylo mozno detekovat amplifikacni produkt o délce 300 bp, jestlize na pocatku reakce
mate ve smési pouze jedinou kopii genu pro 16S Chlamydia trachomatis?

2) Taq polymeraza ptipojuje nukleotidy rychlosti 150 nukleotid(/sekundu. Jak dlouho trva
tomuto enzymu, neZ nasyntetizuje fragmenty o délce 300 a 600 bp?

3) Jedna jednotka enzymu Tag polymerdzy inkorporuje 10 nmol nukleotidd za 30 minut pfi
teploté 72 °C. Pfepoctéte tuto hodnotu na pocet inkorporovanych nukleotid(i za minutu.

4) Jestlize frekvence zaélenéni chybného nukleotidu &ini u Tag polymerazy 285 x 10°®, kolikrat
mUze tento enzym chybovat pfi syntéze 200 ng amplikonu o délce 600 bp? Co muZete fict
o poctu chybnych amplikon( v takovém vysledném vzorku DNA?
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Detekce Chlamydia trachomatis metodou real-time PCR
(cviceni ¢. 6)

Uvodni slovo

Souprava, se kterou budete ve cviceni, zaciluje stejny gen a ma stejné pouziti jako ta, ktera
byla pouZita ve cviCeni 5b, ale obsahuje kromé sady primer( i TagMan sondy umoznujici detekci
produktd PCR vreadlném case. Souprava neni uréena ke kvantitativnimu stanoveni, ale pouze
k detekci pritomnosti genomu Chlamydia trachomatis. Pfesto je mozné na zakladé ziskanych hodnot
Ct odhadnout mnoZstvi genomd, které byly pfitomny ve vzorku na pocatku.

Vyhodou této metody je, Ze nevyzaduje Zzadnou post-PCR detekci, vysledek je hodnotitelny
ptimo ze zdznamu o pribéhu reakce. Odpada tak mimo jiné moznost kontaminace vzorkd amplikony
z predchozich reakci, coz je ¢astym problémem u metod, kdy detekce amplikond probiha po ukonéeni
PCR na elektroforéze.

Cil cviceni

1) Vyhodnotit amplifikaci ze cvi¢eni 5b standardni gelovou elektroforézou
2) Provést detekci Chlamydia trachomatis ve vzorcich ze cviCeni 5a polymerdzovou
fetézovou reakci metodou real-time PCR

Seznam pfistrojl

. termocykler

. PCR box

. sada pipet o objemech 2, 20, 200 a 500 pl
. stojanky na zkumavky a PCR zkumavky

Vlastni pracovni postup

Namichani reakce

VSechny kroky je mozno provadét pfi laboratorni teploté

1) Nechejte rozpustit MasterMix po dobu asi 5 minut a poté promichejte nékolikerym, ale
opatrnym prevracenim zkumavky

2) Rozpipetujte MasterMix po 30 pul do PCR zkumavek

3) Pridejte po 10 pl izolované DNA

4) Do samostatné zkumavky pridejte 10 pl PK

5) Vysledny objem reakénich smési je 40 pl

6) Uzaviete PCR zkumavky, kratce zcentrifugujte veskerou tekutinu ke dnu, vloZte
do termocyleru a provedte amplifikaci
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Amplifikace
Program pro amplifikaci:
Proces Teplota Cas
Opracovani UDG 37°C 2 min.
Aktivace reakce 95°C 15 min.
PCR opakovat 45x
Denaturace 95°C 5s
Annealing 60°C 40s
Polymerace 72°C 20s
Vyhodnoceni
Kanal FAM/Sybr Kanal JOE/HEX Vysledek
Pozitivni kontrola ANO ANO POZITIVN{
ANO NE POZITIVNI
Negativni kontrola NE ANO NEGATIVNI{
Vzorek ANO ANO POZITIVN{
ANO NE POZITIVNI
NE ANO NEGATIVNI
NE NE NEHODNOTITELNY
K protokolu doloZte zaznam z real-time PCR a vypracujte tabulku s vysledky pro jednotlivé
izolaty

Dalsi informace k této problematice najdete v nasleduijici literature

Persing (2011): Molecular Microbiology - second edition, ASM Press , Washington, D.C.

Manual dodavatele detekéni soupravy

Kontrolni otazky a priklady

1) Popiste zakladni princip kvalitativniho a kvantitativniho stanoveni genotypu pomoci real-time PCR
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Izolace DNA z kvasinek, gelova elektroforéza, stanoveni koncentrace a
Cistoty DNA spektrofotometricky

(cviceni €. 7a)

Uvodni slovo

Izolace DNA u bakterii a kvasinek probihd obdobnym zplsobem, ale s ohledem na stavbu
buriky je nutné upravit ¢i zaradit nékteré kroky. P¥i izolaci DNA z kvasinek je nejprve nutné odstranit
bunénou sténu, kterd ma odlisné vlastnosti nez bunécna sténa bakterii. Nejcastéji se pouziva
enzymatické rozruseni bunécné stény (enzym lytikdza, zymoldza). Metodicky je nejvyhodnéjsi
pfipravit protoplasty nebo sferoplasty. Po jejich naruseni - rozbiti se jiz pfi izolaci DNA postupuje
klasickou fenol-chloroformovou metodou. Pro odstranéni RNA se pouZije enzym RNazu, pro
precisténi DNA izopropanol. O Cistoté, mnozstvi DNA a odstranéni RNA je mozné se presvédCit
gelovou elektroforézou (viz. cviceni €. 2a) a spektrofotometricky (viz. cviceni 4b).

Cil cviceni
Cilem cvi¢eni je osvojit si techniku fenol-chloroformové extrakce DNA, ziskat Cistou DNA

v dostateCném mnozstvi, ktera bude nasledné pouzita pro PCR, a nasledné ovéfit jeji koncentraci a
Cistotu spektrofotometricky.

Seznam pfistrojl
e termostat

e tfepacka

e sada pipet o objemech 20, 200 a 1000 pl
e termocykler

e centrifuga

e vdhy

e aparat pro elektroforézu

e UV-VIS spektrofotometr Nanodrop

Vlastni pracovni postup

1. I1zolace DNA

Pfiprava suspenze kvasinek pro izolaci DNA

Do 5 ml YPD bujénu (2 % kvasnicny extrakt, 1 % pepton, 2 % D-glukdza; pH 8,0) ve zkumavkach se
zaockuje 1 kolonie kultury a kultivace probiha pfi teploté 25°C, 48-72 hod za intenzivniho tfepani.
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Lyze bunék

1) Centrifugace kultury kvasinek (mnoZstvi bunék cca 1-2 x 10® bunék / ml) 4000 rom, 4°C, 10
min, pelet nasledné resuspendujte v 10 ml 0,1 M EDTA (pH 7,5) a poté znovu zcentrifugujte

2) Sediment resuspendujte v 1 ml roztoku pro sféroplasty (0,9 M sorbitol; 0,1 M EDTA; 50 mM
dithiothreitol; pH 7,5)

3) Pridejte 50 pl lytikazy (vysledna koncentrace 500 U / ml), suspenze je inkubovéna pfi teploté
37°C priblizné 60 min (do vzniku viskdzni a projasnéné suspenze). Asi po 10 min. suspenzi
protrepavejte

4) Pridejte 240 ul 0,5 M EDTA (pH 8) a 25 pl proteindzy K (vysledna koncentrace EDTA 0,1 M a
proteinazy K 0,2 mg / ml), ndsleduje inkubace 5 min pfi teploté 37°C

5) Pro dokonéeni lyze bunék se k suspenzi pfida 150 pl 10 % SDS; inkubace pfi teploté 37°C/10

min

Purifikace chromozomalni DNA

1)

2)
3)
4)

5)

6)
7)
8)

Bunécény lyzat smichejte se 750 ul nasyceného a neutralizovaného fenolu, promichdvejte 10
min
Ptidejte 750 pul smési chloroform/izoamylalkohol (24:1) a michejte 5 min

Centrifugace 4000 rpm, 4°C, 10 min - oddéleni vodné a organické faze se zbytky bunék

Horni vodnou fazi, obsahujici nukleové kyseliny, odpipetujte plastovou Spi¢kou s usttihlym
okrajem do nové zkumavky. Pfidejte 1,5 ml smési chloroform/izoamylalkohol a smés
michejte po dobu 5 min

Po centrifugaci (4000 rpmm, 4°C, 10 min), opét zkracenou Spickou, odeberte horni vodnou
vrstvu (hruby extrakt nukleovych kyselin) do nové zkumavky

Jako kontrolni vzorek odeberte 20 pl a smichejte s 5 ul vkladaciho pufru
Ptidejte 20 pl RNazy A do smési nukleovych kyselin a inkubujte 15 min pfi teploté 37°C

Odeberte 20 pl vzorku, smichejte s 5 pl vkladaciho pufru (kontrola odstranéni RNA)

Pfesrazeni hrubého extraktu DNA

1)

2)
3)

K hrubému extraktu DNA pridejte izopropanol (v poméru 1 : 0,7; napt. 900 ul extraktu : 630
pl izopropanolu), smés inkubujte 10 min pfi teploté -20°C

Centrifugace 12 000 rpm, 4°C, 10 min; opatrné odpipetujte supernatant

DNA na dné zkumavky je vysusena pfi pokojové teploté, poté pridejte 50 pl TE pufru. Takto
se necha pres noc rozpoustét v chladnicce (4°C), kde je DNA i ddle uchovavana

2a. Gelova elektroforéza (kontrola DNA, odstranéni RNA)

1)

Pfipravte 1 % agardzovy gel (viz. Cviceni 2a)
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2) Na gel naneste 5 ul DNA markeru (Gene Ruler DNA Ladder Mix 100 — 10 000bp, Fermetas),
10 ul hrubého lyzatu pred a po pfidani RNazy a 2 ul Cisté DNA

3) Gel se vzorky vlozZte do elektroforetické vany a zalijte TAE ¢i TBE pufrem tak, aby byl ponoren
zhruba 3 mm

4) Nastavte stalé napéti 90 V, separace bude probihat cca 45 min

5) Gel se barvi v roztoku ethidiumbromidu (0,05 ul/ml) po dobu nejméné 1 hodiny PRACUJTE
V RUKAVICIiCH!!!!

6) Pozorujte gel na transluminatoru pod UV svétlem o vinové délce 302 nm a zdokumentujte

2b. Gelova elektroforéza s pouZitim netoxického barviva GelRed (bez ethidiumbromidu)

Gel se pfripravi klasickym zplsobem (viz. Cviceni 2a), po rozpusténi agardzy se jesté do horkého
roztoku prida patficné mnozstvi netoxické barvy GelRed, zamichd se a po zchladnuti se nalije do
elektroforetické vany

1) Na gel naneste 1 pul DNA markeru (Gene Ruler DNA Ladder Mix 100 — 10 000bp, Fermetas),
10 pl hrubého lyzatu pred a po pridani RNazy a 2 pl Cisté DNA

2) Gel se vzorky vlozte do elektroforetické vany a zalijte TAE ¢i TBE pufrem tak, aby byl ponoren
zhruba 3 mm

3) Nastavte stalé napéti 90 V, separace bude probihat cca 45 min

4) Po dokonceni elektroforézy uz neni tfeba gel dobarvovat a mizZe se ihned pozorovat na
transluminatoru pod UV svétlem a zdokumentovat

3. Stanoveni koncentrace a Cistoty DNA spektrofotometricky (Nanodrop)

1) Zapnéte spektrofotometr.

2) Jako blank pouZijte elu¢ni pufr (TE pufr), napipetujte 2 pl a vlevém hornim menu vyberte
BLANK (nastaveni nulového pozadi).

3) Mezi jednotlivymi vzorky se méfici plocha neoplachuje, pouze se ,lesti“ buniéinou.

4) Napipetujte 2 pl izolované DNA a v levém hornim menu vyberte MEASURE, pfistroj automaticky
méri hodnoty absorbance pfi 230, 260 a 280 nm a spocitd jejich poméry.

5) Po poslednim vzorku se pipetuje 5 pl destilované vody a povrch se radné ,vylesti“.

6) Graf Ize prevést do .pdf souboru: vlevo dole Reports; Print; Graphs overlay; Report nahore na
zéloZce; vybrat fadek (vzorek); Tisk, ndzev souboru, prochazet; Nova slozka; UloZit, ok;

Pro dalsi vzorek se pokracuje od Report.

6) Vyhodnotte dosaZzené vysledky.
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Dalsi informace k této problematice najdete v ndsleduijici literature:

Giudici P., Pulvirenti A. (2002): Molecular methods for identification of wine yeasts. Biodiversity and
Biotechnology of Wine Yeast, 35-52, ISBN: 81-7736-120-1.

Nguyen Huu-Vang, Lepingle A., Gaillardin C. (2000): Molecular typing demonstrates homogeneity of
Saccharomyces uvarum strains and reveals the existence of hybrids between S. uvarum and S.
cerevisiae, including the S. bayanus type strain CBS 380. Systém. Appl. Microbiol. 23, 71-85.

Valente P., Gouveia F.C., de Lemos G.A., Pimentel D., van Elsas J.D., Mendonca-Hagler L.C., Hagler
A.N. (1996): PCR amplification of the rDNA internal transcribed spacer region for differentiation of
Saccharomyces cultures. FEMS Microbiol. Lett. 137, 253-256.

Kontrolni otazky
1) Jaky je vysledny ndboj molekuly DNA? Odkud kam putuje pfi elektroforéze?

2) Jaké jsou odlisnosti ve stavbé a sloZeni bunécné stény Gram-negativnich, Gram-pozitivnich
bakterii a kvasinek?

3) Jaky utvar vznikne po odstranéni bunécné stény kvasinek?
4) Pro¢ musime pracovat s etidiumbromidem v rukavicich?

5) Ve které fazi roztoku (vodné ¢i organické) se nachazi DNA pfi izolovani pomoci fenol-
chloroformové metody?
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PCR ITS regionu pro odliseni komplexu Saccharomyces sensu stricto,
RFLP ci sekvenace ITS regionu, gelova elektroforéza

(cviceni ¢. 7b)
Uvodni slovo

Identifikace kvasinek, a to nejen rodu Saccharomyces, pomoci béznych mikrobiologickych a
biochemickych test( je ¢asto nepfesnd a nedostate¢na, nebot testy mohou byt ovlivnény kultivaénimi
podminkami a jednotlivé rody ¢i druhy poskytuji shodné ¢i variabilni vysledky. Proto se, jako i
u bakterii, stale vice pouziva analyza sekvenci nékterych evolu¢né konzervativnich gen( ¢i oblasti na
DNA. U bakterii je to predevsim gen pro 16S rRNA, u kvasinek potom oblast ITS (Internal Transcribed
Spacer), kterd se nachazi mezi podjednotkami genl pro rDNA, 18S, 5,85 a 26S. Po PCR a gelové
elektroforéze je mozné rozlisit rody, pripadné druhy na zakladé odlisné délky ITS regionu, pripadné
jiného restrikcéniho profilu pfi pouZiti RFLP. V nékterych pfipadech je analyzy dale nutno doplnit, napf.
NTS region (Non-Transcribed Spacer), RFLP mtDNA, amplifikace genl charakteristickych pouze pro
dany rod/druh, atd.

Pro amplifikaci ITS regionu pouZijeme nasi izolovanou DNA a komeréni smés Combi PPP
Master-mix (Top-Bio, CR), ktera jiz obsahuje komponenty potfebné pro PCR (polymerazu, hote¢naté
ionty, nukleotidy). Produkty PCR ovéfime gelovou elektroforézou — 1% gel (viz. cviceni 1 a 2a),
nasledné precistime a mGzZeme poufZit pro restrikéni Stépeni enzymem Haelll ¢i pro sekvenaci.

Cil cviceni
Cilem cviceni je PCR oblasti ITS zizolované kvasnicné DNA. Po pfipadném precisténi je mozné se
ziskanymi PCR produkty dale pracovat - sekvenace, RFLP. Pro restrikéni analyzu ITS regionu rodu

Saccharomyces se vyuziva nejcastéji enzym Haelll. Ovéreni PCR produktu i restrikéni anylyzy se
provadi gelovou elektroforézou.

Seznam pfistrojl
e Termostat, termoblok

e tfepacka

e sada pipet o objemech 20, 200 a 1000 pl
e termocykler

e centrifuga

e vahy

e aparat pro elektroforézu

Vlastni pracovni postup
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1. PCR (ITS region)

1) Poutzijte DNA izolovanou metodou fenol-chloroform. Pro ovéreni, Ze kmeny patfi do skupiny
Saccharomyces sensu stricto, pouzijte primery ITS1 a ITS4 (Valente et al. 1996 - pokud je
velikost amplifikovaného produktu vétsi nez 800 bp, patii kmen do skupiny sesu stricto)

Primery
ITS1 - TCC GTA GGT GAA CCT GCG G

ITS4 - TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC

PCR smés pro celkovy objem 50 pl: PCR smés pro celkovy objem 25 pl:
Master Mix CombiPPP___ . 25 pl Master Mix Combi PPP__ - 12 ul
PCRvoda,_ 2220 PCRvoda 11 pl
PN 1 primer| 05
primer Il 1 primerll o .....05u
DNA matrice 1l DNA matrice.______ .. 1l
PCR program:
Krok Teplota Cas

1 95°C 3 min

2 95°C 45 sec

3 55°C 30 sec

4 72°C 45 sec

5 Goto2 33x

6 72°C 7 min

7 4°C )

2a . Gelova elektroforéza (ovéreni PCR produktu)

1) Pripravte 1 % agardzovy gel (viz. Cviceni 2a)
2) Gel vlozte do elektroforetické vany a zalijte TAE ¢i TBE pufrem (ponofeni zhruba 3 mm)

3) Na gel naneste 5 ul DNA markeru (Gene Ruler DNA Ladder Mix 100 — 10 000bp, Fermetas) a
nasledné 5 pl kazdého PCR produktu

4) Nastavte stalé napéti 90 V, separace bude probihat cca 45 min
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5) Gel se barvi v roztoku ethidiumbromidu (0,05 ul/ml) po dobu nejméné 1 hodiny PRACUJTE
V RUKAVICICH!!!!

6) Pozorujte gel na transluminatoru pod UV svétlem o vinové délce 302 nm a zdokumentujte

2b. Gelova elektroforéza s pouzitim netoxické barvy GelRed (bez ethidiumbromidu)

Gel se pfripravi klasickym zplsobem (viz. Cviceni 2a), po rozpusténi agardzy se jesté do horkého
roztoku pfida patficné mnozstvi netoxické barvy GelRed, zamicha se a po zchladnuti se nalije do
elektroforetické vany

1) Gel vloZte do elektroforetické vany a zalijte TAE ¢i TBE pufrem (ponoreni zhruba 3 mm)

2) Na gel naneste 1 ul DNA markeru (Gene Ruler DNA Ladder Mix 100 — 10 000bp, Fermetas) a
nasledné 5 pl kazdého PCR produktu

3) Nastavte stdlé napéti 90 V, separace bude probihat cca 45 min

4) Po dokonceni elektroforézy uz neni tfeba gel dobarvovat a mizZe se ihned pozorovat na
transluminatoru pod UV svétlem a zdokumentovat

3a. Stépeni PCR produktu (RFLP)

1) Ke stépeni enzymem Haelll pouZijte PCR produkt (ITS region) — bud’ produkt precistéte (viz.
Cviceni 2b) nebo pouzijte hruby PCR produkt, stépeni probiha min. 2 hod pfi 37°C

2) Vysledek ovérte gelovou elektroforézou (2% gel), kdy nanesete 8 ul vzorku + 2 pl vkladaciho
pufru (pfi pouziti MM Combi PPP smés jiz obsahuje vkladaci barvivo a neni tfeba ho dodavat)

Smés pro Stépeni ITS regionu (celkovy objem 20 ul):

Voda, 8,5ul
Pufrproenzym . ... 2,0 ul
PCR produkt/DNA . 8,5 ul
Enzym Haelll . o 1,0l

3b. Sekvenace PCR produktu

1) Pro sekvenaci se vyuZije ITS region — produkt se precisti (viz. cviceni 2b) a zasle na Stfedisko
sekvenovani DNA, MBU AV CR (www.biomed.cas.cz/mbu/lab119/index.htm)

2) Vysledkem sekvenacni reakce je soubor ve formatu .abi, se kterym mlzeme déle pracovat
(viz. Cviceni 3b)
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Dalsi informace k této problematice najdete v ndsleduijici literature:

Giudici P., Pulvirenti A. (2002): Molecular methods for identification of wine yeasts. Biodiversity and
Biotechnology of Wine Yeast, 35-52, ISBN: 81-7736-120-1.

Nguyen Huu-Vang, Lepingle A., Gaillardin C. (2000): Molecular typing demonstrates homogeneity of
Saccharomyces uvarum strains and reveals the existence of hybrids between S. uvarum and S.
cerevisiae, including the S. bayanus type strain CBS 380. Systém. Appl. Microbiol. 23, 71-85.

Valente P., Gouveia F.C., de Lemos G.A., Pimentel D., van Elsas J.D., Mendonca-Hagler L.C., Hagler
A.N. (1996): PCR amplification of the rDNA internal transcribed spacer region for differentiation of
Saccharomyces cultures. FEMS Microbiol. Lett. 137, 253-256.

Kontrolni otazky

1) Které sekvence se nejcastéji vyuzivaji pro identifikaci bakterii a kvasinek?
2) Jaké druhy rodu Saccharomyces znate, jsou primyslové vyuzivané?

3) Jaky je princip druhové identifikace p¥i RFLP?
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Informacni panel - Zakladni data o nukleovych kyselindch a proteinech

Prevzato z: Bartos et al. (2009): Biotechnologie a farmakogenetika pro farmaceuty
(Navody k praktickym cvi¢enim), VFU Brno, ISBN: 978-80-7305-089-4

Pocet &astic v jednom molu = 6,023 x 10
Priimérna molekulovd hmotnost paru bazi v DNA = 650
Primérna molekulovd hmotnost bazi v RNA = 360
Priimérna molekulovd hmotnost aminokyseliny = 110
Pro dsDNA kdyZ A= 1,0 v 1 cm kyveté, pak koncentrace dsDNA = 50 pg/ml=0,15 mM
Pro ssDNA kdyZ A,e0=1,0 v 1 cm kyveté, pak koncentrace ssDNA = 33 ug/ml = 0,10 mM
Pro ssRNA kdyZ A,e0= 1,0 v 1 cm kyveté, pak koncentrace ssRNA = 40 pg/ml=0,11 mM
Molekulova hmotnost dsDNA = (pocet bp) x 650
Pocet mold konct dsDNA = 2 x (hmotnost DNA v gramech) / (molekulova hmotnost)
Pocet moll konctll vytvorenych restrikénim stépeni
a) kruznicova DNA =2 x (moly DNA) x (pocet Stépnych mist)
b) linedrni DNA =2 x (moly DNA) x (pocet stépnych mist) + 2 x (moly DNA)
1ug 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
1pg DNA plasmidu pBR322 (délka 4 361 bp) = 0,35 pmol = 2,1 x 10" molekul
1pg DNA faga M13mp18/19 (délka 7 249 bp) = 0,21 pmol = 1,3 x 10" molekul
1pg DNA faga A (délka 48 502 bp) = 0,03 pmol = 1,8 x 10*° molekul
1 pmol DNA o délce 1 000 bp = 0,66 ug
1 pmol DNA plasmidu pUC18/19 (délka 2 686 bp) = 1,77 ug
1 pmol DNA plasmidu pBR322 (délka 4 361 bp) = 2,88 ug
1 pmol DNA fadga M13mp18/19 (délka 7 249 bp) = 4,78 ug
1 pmol DNA faga 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 mUze byt kddovan DNA o velikosti 270 bp

Protein o M = 50 000 mUze byt kddovan DNA o velikosti 1,55 kbp
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Informacni panel - Vzorce uZitecné pro design PCR

Prevzato z: Bartos et al. (2009): Biotechnologie a farmakogenetika pro farmaceuty
(Navody k praktickym cvi¢enim), VFU Brno, ISBN: 978-80-7305-089-4

Prepocty koncentraci
Pro oligonukleotid plati, kdyz A,50=1,0 v 1 cm kyveté, pak jeho koncentrace = 20-30 pug/ml

Molekulovd hmotnost (M)

M = (Nj x 312,2) + (Ng x 328,2) +(Nc x 288,2) +(N7 x 303,2) + P

kde

Nx = pocet specifickych nukleotidt (A, T, C nebo G) v oligonukleotidu
P =+ 17 pro fosforylované oligonukleotidy

P =- 61 pro defosforylované oligonukleotidy

Prepoéet ug na pmol
pmol oligonukleotidu = pg (oligonukleotidu) x (10° pg/ 1 pg) x (1 pmol/330 pg) x (1/N) =

= [ug (oligonukleotidu) x 3,030] /N
kde N = pocet nukleotidll v oligonukleotidu

napf. 1 pug oligonukleotidu o délce 20 bazi je pfiblizné 151,5 pmol

Prepocet pmol na ug
pug oligonukleotidu = pmol (oligonukleotidu) x (330 pg/ 1 pmol) x (1 pg/10° pg) x (N) =

= pmol (oligonukleotidu) x N x 3,3 . 10"
kde N = pocet nukleotidl v oligonukleotidu
napf. 1 pmol oligonukleotidu o délce 20 bazi je pfiblizné 0,0066 ug

Prepoéet uM na pmol
1 pl X uM roztoku primeru obsahuje X pmol primeru

napt. 1 pl 2,5 uM roztoku primeru obsahuje 2,5 pmol primeru

Prepocet pmol na uM
1 pl roztoku primeru o koncentraci X pmol/pl ma koncentraci primerd X uMm

napf. 1 pl roztoku primeru o koncentraci 20 pmol/ul ma koncentraci primer( 20 uM
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Informacni panel - informace uZitecné pro prdci s PCR

Prevzato z: Bartos et al. (2009): Biotechnologie a farmakogenetika pro farmaceuty
(Navody k praktickym cvi¢enim), VFU Brno, ISBN: 978-80-7305-089-4

Zkratky pouzivané pro oznaceni bazi v nukleotidech
pouZiva se napf. pfi objednavani oligonukleotidd pro PCR

Kod Znaci Kéd Znaci
A adenin K keto (Ta G)
T thymin M amino (Ca A)
G guanin D vsechny kromé C
C cytosin \" vsechny kromé T
Y pyrimidiny (Ca T) H vsechny kromé G
R puriny (A a G) B vsechny kromé A
w »weak“(AaT) N vSechny
S ,strong” (G a C) X neznamy
Vypocty teplot annealingu
pro oligonukleotidy dlouhé 14 aZ 25 nukleotidd
Tm =[2°C x (pocet bazi AaT)] +[4 °C x (pocet bazi Ga C)] +
pro oligonukleotidy delsi neZ 25 nukleotidd
Tm = 81,5 °C + 16,6 [Na'] + 0,41 (% GC) — 0,61 (% for) — 500/N, {Naformétovéno: Bez podtrzeni, Barva J
pisma: Automatickd, Cestina
kde '| Naformatovano: Bez podtrzeni, Barva
| ‘[Na+] = koncentrace Na* iontd | pisma: Automaticka, Cestina
% GC = podil nukleotid( G a C v sekvenci : {;:;zr."/l\i:gr:éaggliéBegeggg;rienI', Barva }
% for = podil formamidu v hybridizaénim roztoku (vt ' tous C ” ]
arormatovano: Cestina
kk Naformatovano: Bez podtrzeni, Barva
, 0 vl , pisma: Automatickd, Cestina
Vybrané odkazy na dileZité www stranky Naformatovano: Ber podiion, Barva
{pl’sma: Automaticka, Ceétina ' }
1) www.ncbi.nim.nih.gov = databaze sekvenci (Genova banka) a literarnich odkaz( [Naformétovéno- Cettina ]
2) www.dgb.org = umisténi lidskych gen(, fragmentl DNA, populace,
polymorfismy, mapy, mutace
3) www.rebase.neb.com = restrikéni enzymy a metylazy
4) www.scop.mrc-Imb.cam.ac.uk/scop = klasifikace struktur proteinovych domén
5) www.expasy.ch/sprot = databaze proteinovych sekvenci SWISS-PROT
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Informacni panel - Tabulka standardniho genetického kodu

Pfevzato z: Bartos et al. (2009): Biotechnologie a farmakogenetika pro farmaceuty
(Navody k praktickym cvi¢enim), VFU Brno, ISBN: 978-80-7305-089-4

kodony
rvni druhy nukleotid
rl)d tid treti nukleotid
nukleoti U C A G
Phe (F) Ser (S) Tyr (Y) Cys (C) U
Phe (F) Ser (S) Tyr (Y) Cys (C) C
U terminace,
Leu (L) Ser (S) terminace SeC A
Pyr (O)
Leu (L) Ser (S) terminace Trp (W) G
Leu (L) Pro (P) His (H) Arg (R) U
Leu (L) Pro (P) His (H) Arg (R) C
C
Leu (L) Pro (P) GIn (Q) Arg (R) A
Leu (L) Pro (P) GIn (Q) Arg (R) G
lle (1) Thr (T) Asn (N) Ser (S) U
lle (1) Thr (T) Asn (N) Ser (S) C
A
lle (1) Thr (T) Lys (K) Arg (R) A
“ff.tcgi? Thr (T) Lys (K) Arg (R) G
val (V) Ala (A) Asp (D) Gly (G) u
Val (V) Ala (A) Asp (D) Gly (G) C
G
Val (V) Ala (A) Glu (E) Gly (G) A
Val (V) Ala (A) Glu (E) Gly (G) G
SeC = selenocystein
Pyr = pyrolysin
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Informacni panel- Parametry prokaryotické buriky

Prevzato z: Bartos et al. (2009): Biotechnologie a farmakogenetika pro farmaceuty
(Navody k praktickym cvi¢enim), VFU Brno, ISBN: 978-80-7305-089-4

SloZeni bakterialni bunky

Hodnoty plati pro Escherichia coli, pfipadné Salmonella typhimurium

Parametr Na burku (I:SQI::;:;:"/::{)
Vlhka hmotnost 950 fg 950 mg
Sucha hmotnost 280 fg 280 mg
Obsah protein( 155 fg 155 mg
Obsah genomové DNA 17 fg 17 mg
Obsah RNA 100 fg 100 mg
Objem 1,15 pm® = 1 pikolitr
Vnitrobunécéna koncentrace proteind 135 pg/ml
Antibiotika pouZivana v bunécnych kulturach
Antibiotikum Koncentrace bcaj.l::::;e bSI::::ie Mycoplasmata | Kvasinky itf?};i;i,t :
ampicilin 50-100 mg/ml + + - - 3dny
amfotericin B | 0,25-25 pg/ml - - - + 3dny
carbenicilin 100 U/ml + + - - 3dny
ciprofloxacin 10 pg/ml + 5 dnl
erythromycin 100 pg/ml + + + - 3dny
gentamycin 5-50 pg/ml + + + + 3dny
kanamycin 100 pg/ml + + +/- - 5dna
lincomycin 50 pg/ml + - - - 4 dny
neomycin 50 pg/ml + + - - 5dnd
nystatin 100 U/ml - - - + 3dny
penicilin G 50-100 U/ml + - - - 3dny
polymixin B 100 U/ml - + - - 5 dnl
streptomycin 50-100 pg/ml + + - - 5dna
tetracyklin 5-10 pg/ml + + + - 3dny
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