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UVODNI KURZ PRAKTIKA.
1. PROVOZ A BEZPECNOST PRACE
2. ZASADY PRO PRACI V MOLEKULARNE BIOLOGICKE

LABORATORI

PREDPOKLADANE PRAKTICKE ZNALOSTI POSLUCHACU
1. MANIPULACE S PIPETMANY
2. NALEVANI MISEK, ROZTERY KULTUR KLICKOU A HOKEJKOU
KULTIVACE MISEK
3. KONTROLA STERILITY KULTURY KRiZOVYM ROZTEREM

4. HODNOCENI KULTIVACE MIKROORGANISMU CPM

PREDPOKLADANE TEORETICKE ZNALOSTI POSLUCHACU
1. MOLARNI ROZTOKY- PREVODY 1M na 1mM
2. OBJEMY 1mlnal pl
3. KONCENTRACE (% ni W/V ) ROZTOKY
4. KONCENTRACE (% ni V/V) ROZTOKY

5. SMESOVACI PRAVIDLO

Nosit sebou plast’, protokoly, poznamkovy sesit, psaci potireby a
kalkulacku.

Podepsat formular o Skoleni bezpecnosti prace.



PROVOZ A BEZPECNOST ?RA’CE PRI PRAKTICKYCH
CVICENICH Z MOLEKULARNI BIOLOGIE

V laboratofi se:

1. Pracuje v ochranném odévu, tj. v plasti.

2. Na pracovnich stolech jsou pouze pomicky uré¢ené k provadéni
zadanych ukolt, tzn., na stolech nesmi byt potraviny, ndpoje apod.

3. Béhem cviceni je zakaz koufeni, konzumace pozivatin a piti
napoju a ruSeni hlukem ostatnich pracovnikii a diplomantti na
katedre.

4. Je tfeba dbat pokyntli vyucujicich, aby nedoslo k poSkozeni
zatizeni, pomuicek a znehodnoceni chemikalii.

5. Pii praci s infekénim materidlem zabranit vzniku alimentarni
infekce, tzn., nepipetovat suspenze usty, ale pouzivat bezpe¢nostni
nastavce na pipety.

6. Pti praci s chemikaliemi typu Ziravin, hoflavin a mutagenti
pouZzivat bezpeCnostni nastavce na pipety, pii praci s mutageny
napi. s EB pouZzivat rukavice, pti praci s UV zafenim pouZivat
ochranne¢ bryle.

7. P11 praci s plynovymi kahany dbat na to, aby nedoslo k pozaru a
K ubliZeni na zdravi.

8. Udrzovat Cistotu na pracovnich stolech a v prostorach laboratofe,
disledné tridit pouzity materidl tiidit, tzn., sklo odkladat do
plastovych kbelikli s dekontamina¢nim roztokem, zvlasté odkladat
kovove zatky, pouZité plasty tj. Spi¢ky odkladat do zvlastnich
nadobek a PVC sacku.

9. Je tfeba pracovat s ohledem na vlastni bezpe¢nost a na prevenci

kontaminace pracovnich pomitcek.



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Pti praci s nastavitelnymi automatickymi pipetami je tieba dbat
toho, aby byly nastaveny v rozmezi povolenych hodnot objemi
(nepfetaCet nad ani pod limitni rozsah objemu). Ke kazdé pipeté
pouzit vhodnou plastovou $picku.

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

Pti kazdém nabéru enzymi ze zasobniho roztoku je tteba
pouzivat vzdy nov¢ sterilni Spicky!

Zasobni roztoky enzymi se uchovavaji pt1 —20 °C a pfi pouZiti je
tteba je mit uloZené na ledu. MnoZstvi enzymu je urceno

V pracovnich ndvodech a postupech a neni vhodné s nimi plytvat,
jsou drahé. Po nabéru lehce otfit Spicku o vnitini sténu
zkumavKky (takto se zbavi pirebyte¢ného enzymu zachyceného
vné $picky). Zkumavky s enzymy a zdsobnimi roztoky po
odebrani ihned uzavfit.

Smésny roztok fenolu a chloroformu (v poméru 1:1) je
prevrstveny vodnym roztokem (TE pufr), se kterym se nemisi. Je
tteba nabrat organickou smés pod hladinou TE pufru!

Néktere roztoky pouzivané pro izolace DNA je tfeba ptipravit
cerstvé a néktere je tteba uchovavat pii 4 °C a té€sné pied a
b&hem pouziti je chladit, nejcastéji na ledu.

Pti ptipravé pracovnich roztokl nemisit navzajem koncentraty,
ale postupné ptidavat do vodného roztoku a nakonec doplnit

vodou do vysledného objemu.



PREHLED KURZU A ULOH ZAKLADNIHO
PRAKTICKEHO CVICENI Z MOLEKULARNI BIOLOGIE

1. Bezpecnost prace + podpisy studentti , zasady prace v
laboratofi molekularni biologie, ptehled zakladnich pomticek
a roztokll, vypoCty a pfiprava roztokil. Teorie k izolaci
plazmidové dsDNA.

2. Izolace plazmidové DNA, vektoru pUC 18 z E. coli DH5a

3. Stanoveni koncentrace DNA spektrofotometricky, restrikéni
Stépeni dsDNA a PCR

4. Elektroforéza (ELFO) a restrikéni mapovani

5. Transformace E. coli plazmidovou DNA

6. Piiprava sachar6zového gradientu a zapoctovy test

7. Vyhodnoceni protokolii a zapocet.

I AT T
Bezpednost prace (13%0-143%0) 21.2. (15°°-16%°)

1a) Izolace plazmidu 28.2. 7.3.

1b) Méreni koncentrace pDNA

2a) Stépeni plazmidu a PCR 14.3. 21.3.
2b) ELFO a restrikcni mapovani 28.3. 4.4,
3) Transformace 11.4. 18.4.
4) Ultracentrifugace 254, 55,

Zapoctovy test

Zapocet (13%0-143°) 9.5, (15%°-16%)



Protokol

» Nové k dispozici v IS (na praktikum si pFinést vytistény protokol)

» Nazev tlohy

» Princip metody

>» Material

> Postup

» K doplnéni:

* jméno, skupina, datum a ¢islo vzorku

vyznam roztoki a jednotlivych krokii v postupu
vypocty

odpovédi na otazky

zavér (vystizné, logické a smysluplné vyhodnoceni

provedené ulohy)

» K priloZeni:

= Graf absorbance vzorku DNA ze spektrofotometrického méieni

(bude vyucujicim vlozen do IS, neni tieba tisknout)

= SPRAVNE popsané elektroforetogramy

(fotografie vlozené vyucujicim do IS upravit, popsat, vytisknout a

prilozit k protokolu €. 2)

Vytistény protokol s prilohami odevzdat vyucujicimu na konci cvi¢eni, piip.

nasledujici praktikum.



