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1. Priprava a purifikace plazmidu (vektoru) a PCR produktu (inzertu)

A) Izolace DNA plazmidu metodou alkalické lyze:

Vysoké pH spolec¢né s SDS zplsobi lyzi bunék a ireverzibilni denaturaci chromozomalni DNA, kterd se vlivem
mechanického poskozeni nachazi v lyzované burice predevsim ve formé linedrnich fragment(. Naproti tomu
plazmidova DNA zlstavad ve formé kovalentné uzavienych kruznicovych molekul, a protoZe jsou vldkna DNA
vzajemné propletena v suprahelikalni konformaci, mohou rychle renaturovat. Po odstranéni RNA, protein( a zbytkd
organickych sloucenin vyuzitych pfi extrakci, je plazmidovd DNA precipitovdna isopropanolem c¢i etanolem za
pritomnosti nadbytku monovalentnich iont. Oproti etanolu Ize sraZeni isopropanolem provadét pri pokojové
teploté, coz minimalizuje srazeni soli, které narusuji nasledné aplikace. Takto oSetfena DNA se separuje centrifugaci
a po vysuseni se rozpousti v TE pufru a skladuje pfi + 4 °C.

Material:
Zdrojovy Kmen: ...
Plazmid:

1. Ptipravit kulturu zdrojového kmene v 1,5 ml LB media s ampicilinem (100 pg/ml), inkubace pres noc pfi 37 °C za
intenzivniho tfepani.

Pozn.: vSechny centrifugacni kroky ve vsech ulohdch provddét na centrifuze Eppendorf® MiniSpin plus.
2. Centrifugovat pfi 12 000 rpm 1 minutu. Odsat médium tak, aby bakteridlni pelet zlstal co nejsussi.

3. Zcela resuspendovat bakterialni pelet ve 200 pl roztoku A (50mM Tris-HCI (pH 8,0), 10mM EDTA, RNaza A
10 pg/ml; +4 °C).

4. Pfidat 200 pl roztoku B (0,2M NaOH, 1% SDS), ihned promichat pfevracenim zkumavky (4-5x), nevortexovat!
5. Inkubace pfi pokojové teploté 2 min. (delsi inkubace vede k vy$simu reziduu chromozomalni DNA).

6. Pridat 200 pl roztoku C (3M octan draselny, pH = 5,5), ihned promichat prevracenim zkumavky (4-5x),
nevortexovat!

7. Centrifugovat pfi 12 000 rpm 10 minut. Pfenést supernatant do nové zkumavky. Vyhnout se kontaminaci
peletem.

8. Pro vysrazeni plazmidové DNA pridat 1 objem isopropanolu, promichat prevracenim zkumavky (4-5x) a pfi
pokojové teploté inkubovat 5 min.

9. Centrifugovat pfi 12 000 rpm 5 min. Odstranit supernatant. Pozor, abyste neodstranili i pelet!

10. K peletu pridat 500 pl 70% ethanolu (bez naruseni peletu). Centrifugovat 12 000 rpm 5 min. pfi pokojové
teploté.

11. Opatrné odstranit supernatant pipetou a prouzky sterilniho filtracniho papiru. Vlozit oteviené zkumavky do
termobloku vyhiatého na 50 °C, aby se odpafil veskery zbytkovy alkohol (pelet nesmi preschnout!)

12. K peletu pridat 30 pl TE pufru. Nechat rozpustit pfi +4 °C do dalSiho cviceni.
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B) PCR - pfiprava inzertu

PCR umoZiuje ziskat pozadovanou specifickou sekvenci bez klonovani. Jako templdt slouzi ssDNA (vznikla
denaturaci), podle niZ je syntetizovdn komplementarni fetézec. K zahajeni reakce je zapotrebi primer, ktery se
pripojuje na komplementarni iseky DNA. Primery se navrhuiji tak, aby se pfipojovaly k mistiim ohranicujicim z obou
stran amplifikovany Usek. Teoreticky Ize amplifikaci ziskat 2" fetézcl (kopii), kdy n je pocet cyklid PCR. Vstupni
mnozstvi DNA je velmi nizké, obvykle postaCuje méné nez 1 g genomové DNA; teoreticky postacuje jedna molekula
(proto je nutné vyhnout se kontaminaci). Pribéh reakce vyZaduje cyklické stridani teplot, ke kterému dochazi v
termocyklerech, vétSinou se provadi 25 - 30 cykll. Jako polymeraza se obvykle pouzivda Tag DNA polymeraza z
Thermus aquaticus, kterd odolava teploté 94 °C.

Nastaveni termocycleru:
1. Pocateéni denaturace: 94 °C /30 s
Denaturace: 94 °C /30 s
Pfipojeni primer(l: 60 °C/ 40 s
Tvorba komplementarniho retézce: 68 °C /40 s
Zavérecna syntéza: 68 °C/ 5 min
Chlazeni: 4 °C

Pocet cyklG: 30

oukwnN

Priprava reakcni smési:

Amplifikace genu hsp60 pro bakterialni chaperon

y v Zasobni Vysledna Reakéni smés
Slozky reakéni smési .
koncentrace | koncentrace | (master mix) [ul]

Deionizovana sterilni H,0 37,5
OneTaq Quick-Load 2X Master
Mix with Standard Buffer* 2% 1x 62,5
Primery: 5
hsp60_SA_BamHI-F 10uM 0,4 uM kazdy 5
Hsp60_SA_EcoRI-R

* obsahuje pufr, hofecnaté ionty, nukleotidy a Taqg polymerazu

1. Do malé PCR zkumavky namichat reakéni smés pro 5 reakci do vysledného objemu 110 ul (bez
DNA).

2. Amplifikovany vzorek: Do dvou PCR zkumavek prenést po 44l master mixu a pridat 6l DNA
Staphylococcus aureus. Oznacit svym Cislem a pismenem ,I“ (inzert).

3. Negativni kontrola: Ke zbylému objemu 22l reakéni smési pridat 3ul DNA Escherichia coli.
Zkumavku oznacit svym cislem a pismenem ,N“ (negativni).

4. Dobre uzaviené zkumavky umistit do PCR cycleru a spustit odpovidajici program.

5. Po dokonceni PCR vzorky analyzovat pomoci horizontalni gelové elektroforézy. Studenti obdrzi
elektroforetogram pro zhodnoceni vlastni prace.

6. Pozitivni vzorky sloucit a precistit pomoci High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche), nebo
NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel).
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2. Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty DNA

Spektrofotometrické stanoveni je zaloZzeno na poznatku, Ze roztoky DNA pohlcuji UV zafeni. Zareni je pohlcovano
pyrimidinovymi a purinovymi bazemi DNA. Dochazi k excitaci jejich chemickych vazeb, coz ma za nasledek
postupnou degradaci DNA. Mnozstvi pohlceného UV zafeni je pfimo umérné koncentraci DNA v roztoku a vyjadfuje
se hodnotami absorbance:

A =log lo/!

kde lp je mnozstvi vchazejiciho svétla, a I je mnozstvi svétla propusténého. Nejpresnéjsi je stanoveni absorbance v
rozmezi od 0,1 do 1,0.

DNA vykazuje nejvyssi absorbanci pfi vinové délce 260 nm. Vyhodou spektrofotometrického stanoveni je jeho
pfesnost a sou€asna moznost posoudit &istotu preparatu. Cistotu DNA Ize stanovit z pomérd absorbanci pti réiznych
vinovych délkach. Pro Cistou DNA plati tyto hodnoty:

A260/A280 = 1,75 az 2,00 (idedlné ~ 1,80)

A260/A230 = 2,00 az 2,20

Pro Cistou RNA plati pomér: A260/A280 = 2,0.

PFi vyskytu rezidualnich proteint jsou vypocétené poméry absorbanci vyrazné nizsi a koncentraci DNA nelze presné
stanovit. PFi vyskytu rezidudlni RNA jsou hodnoty A260/A280 vyssi nez 1,9.

Pozn.: Pfi méfeni na Nanodropu lze hodnoty povaZovat za relevantni pfi koncentraci DNA nad 20 ng/ul.

1. DNA nejprve dobfe promichat pomoci pipetovani a provést mzikovou centrifugaci (max 6000 rpm/0).
2. Nastavit blank pomoci pouZitého eluéniho pufru (TE pufr).
3. Nastavit pipetu na 2pl a zméfit koncentraci.

C nekepeny (ng/ul) A260/A280 vytézek (ug)

Vypocet vytézku DNA (ug):
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3. Sté&peni DNA restrikénimi endonukledzami — Gprava inzertu a
linearizace vektoru

Restrikéni endonukledzy (zkr. restriktazy, RE): sekvencné specifické endonukleazy Stépici fosfodiesterovou vazbu
dsDNA v urcité sekvenci nukleotidd. Plvod: Prevainé produkty bakterii. V soucasné dobé je znamo vice nez 3000
restriktdz, které rozpoznavajicich 150 rGznych sekvenci. Rozeznavame tfi zakladni typy restriktdz, pricemz
v laboratorni praxi se nejcastéji vyuzivaji restriktdzy typu ll, které maji na dsDNA shodné rozpozndvaci misto
s mistem Stépeni. Vznikaji tak tfi typy konct RE-fragmenti: tupé, presahujici 5'- konce a pfesahujici 3’- konce. Kazdy
restrikéni enzym vyZaduje optimalni reakéni podminky, které jsou uvadény vyrobcem v katalogu, nebo jsou uvedeny
v literature. Hlavni faktory, které vyrazné ovliviuji rychlost a specifi¢nost Stépeni, jsou teplota a sloZeni reakéniho
pufru. Zatimco poZadavky na teplotu jsou vétSinou dosti vyhranéné, rozdily ve sloZeni pufrd byvaji ¢asto malé. Proto
Ize pro urcitou skupinu restrik¢nich enzym( pouZivat stejného pufru. Pokud nejsou dodrzeny optimalni reakcni
podminky, mizZe se u nékterych restrikénich endonukleaz projevit relaxovana specifita, kdy dochazi ke stépeni
v sekvencich podobnych mistu rozpoznavanému za optimalnich podminek. Restrikéni enzymy i pufry se skladuji pfi
-20 °C, pufry jsou obvykle dodavany jako 10x koncentrované zdsobni roztoky.

Stépeni PCR amplikonu (inzertu) — kazda prac. skupina p¥ipravi jeden vzorek:

Ptipravit roztok PCR amplikonu o koncentraci 50 pg/ml a objemu 43 pl.

Pridat 5 pl 10x koncentrovaného restrikéniho pufru rCutSmart® (NEB).

P¥idat 1 pl restriktazy EcoRI-HF (R3101S) a 1 pl BamHI-HF (R3136S) (NEB) (c = 20 U/pl).
Dobre promichat pipetovanim, nevortexovat!

Mzikové stocit.

Inkubovat 37 °C/ >30 min.

Skladovat pfi +4 °C.

Nou,kwNnpeE

Stépeni plazmidu (vektoru) — kazdy student $tépi svij vzorek:

Pripravit roztok plazmidové DNA o koncentraci 100 pg/ml a objemu 43 pl.

Pridat 5 pl 10x koncentrovaného restrikéniho pufru rCutSmart® (NEB).

Pridat 1 pl restriktazy EcoRI-HF (R3101S) a 1 pl BamHI-HF (R3136S) (NEB) (c = 20 U/pl).
Dobte promichat pipetovanim, nevortexovat!

Mzikové stocit.

Inkubovat 37 °C/ >30 min.

Skladovat pfi +4 °C.

Nou,s,wnNeE

Pozn.: Inaktivace restrikéni smési probéhne béhem elektroforézy pridanim 6x koncentrovaného nanaseciho pufru
(disociuje restriktadzu od DNA) a pred ligaci precisténim.
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4. Gelova elektroforéza — ovéreni RE stépeni vektoru

Metoda se pouziva k separaci, identifikaci a purifikaci molekul DNA. Jako nosi¢ se nej¢astéji pouZiva agardza a
polyakrylamid. Elektroforéza DNA je pouZzivana jak k analytickym Gceldim, tak k preparativnim tcelim. Pohyb DNA
béhem elektroforézy je ovlivnén radou parametru:

a) Velikost molekuly DNA: ¢im vétsi molekula, tim pomaleji se v gelu pohybuje. Molekuly DNA nad 20 kb nelze
standardni elektroforézou navzajem oddélit; v téchto pfipadech se pouziva pulzni gelova elektroforéza, kterou lze
oddélit DNA az do velikosti nékolika Mb.

c¢) Rychlost pohybu je zavisla na konformaci DNA. RGzné formy DNA (ccc, oc a linearni) se pohybuiji riznou rychlosti.
d) Intenzita elektrického pole (5 V/cm.): pfi nizkém napéti je rychlost pohybu pfimo Umérna napéti. Zvysovani napéti
vede k nelinedrnimu zvyseni rychlosti pohybu a oblast efektivniho rozdéleni se snizuje.

e) Teplota a zastoupeni bazi v DNA. Elektroforetické chovani DNA v agardzovych gelech neni vyznamné ovlivnéno
zastoupenim bazi nebo teplotou. Nejcastéji se elektroforéza provadi pri pokojové teploté; pfi pouZiti gelt o nizké
koncentraci se teplota udrzuje na nizSich hodnotach (4 - 10 °C).

Priprava agarézového gelu

1. V Erlenmayerové barice pripravit 1,2% roztok agardézy v TAE pufru: K odmérenému mnozstvi pufru (zmérit
rozméry zafizeni na nalévani gelu a vypocist mnozstvi roztoku agardzy potrebného k pripravé gelu o vysce 0,5 cm)
pridat spravné mnozstvi praskové agarézy. Agardzu nechat v tlakovém hrnci rozvatit 10 - 15 min.

2. Zkontrolovat, zda mezi podlozkou a hfebinkem je 0,5 - 1 mm mezera. Roztok zchladit na 50 °C a nalit do zafizeni
na tvorbu gelu, které je umisténo na vodorovném podkladu.

3. Nechat gel zchladnout 30 - 45 min (podle okolni teploty).

4. Gel prenést do elektroforetické vany.

5. Gel ve vané prevrstvit TAE pufrem tak, aby prekryval gel ptiblizné o 3 mm a opatrné vytahnout hiebinek.

Naneseni vzorku do agarézového gelu a provedeni elektroforézy

1. Do jamky nanést vzorky smichané s kapkou nanaseciho pufru (smichat na parafilmu) o objemu uvedeném nize.
Jamka musi byt pfedem prevrstvena TAE pufrem!

A) 8 ul nestépend plazmidova DNA

B) 10 ul Stépena plazmidova DNA

2. Nanést marker (4 pl). Jedna draha na gel. Zaznamenat typ markeru: ......ccccceceevereeesecerverenenns

3. Nastavit hodnoty napéti a nechat probihat elektroforézu tak dlouho, dokud barvivo neurazi vzdalenost alespon
3/4 délky gelu.

4. Po ukonceni elektroforézy prenést gel do barvici Iazné (TAE pufr obsahuijici interkalaéni barvivo RedGel) a barvit
20 min. ! RedGel je derivatem etidiumbromidu, coZ je mutagen. P¥i prdaci s nim dodrZujeme zdsady bezpecnosti !
5. Gel oplachnout vodou a fotografovat pod UV svétlem 302 nm.

Objem gelu = Pouzité napéti U =

Zaver:

Elektroforetogramy budou dostupné v Interaktivni osnové. Do odevzdavarny: Elektroforetogramy s popsanymi
drahami (jednotlivé vzorky, jméno studenta), markerem a prouzky. Popisky umistit mimo obrazek gelu po jeho
stranach.
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5. Ultracentrifugace

Ultracentrifugace je separacni metoda pouzivana k identifikaci, izolaci, purifikaci a charakterizaci biomakromolekul,
bunécénych organel, vird apod. Ultracentrifugaci se rozumi odstfed'ovani pfi 100 000 — 1 000 000 x g. Nutné je presné
vyvaZeni protilehlych centrifugacnich zkumavek (fadové v jednotkach mg). Z hlediska ucelu lIze centrifugaci rozdélit
na: a) preparativni, kdy cilem je izolace nebo purifikace biomakromolekul. b) analyticka, kdy cilem je identifikace
pripadné charakterizace dané castice (napf. stanoveni jeji velikosti (mol. hmotnosti), sedimentacniho koeficientu,
vznasivé hustoty apod.). Pokud maji byt navzajem oddéleny ¢astice lisici se navzajem svou velikosti (molekularni
hmotnosti), probiha centrifugace vétSinou v tzv. sacharézovych gradientech. Nejcastéji se pouZivaji linedrni
gradienty roztoku 5 — 20% sachardzy. Vzristajici hustota roztoku a tim i jeho viskozita eliminuji odstredivé zrychleni
pusobici na ¢astice, jehoz hodnota se smérem od osy otaceni zvysuje. Gradient tak zajistuje konstantni rychlost
sedimentace ¢dstic, podminuje jejich stabilitu a snizuje difuzi usazenych castic do okoli. V pfipadé, Zze maji byt
vzajemné oddéleny castice na zakladé své odlisné specifické hustoty, pouZivd se gradientl chloridu cesného.
Roztoky CsCl se vyznacuji vysokou hustotou a pti centrifugaci samovolné vytvareji koncentracni a tim i hustotni
gradient. Biomakromolekuly, které se na pocdatku centrifugace promichaji s roztokem CsCl, se pfti centrifugaci usadi
ve vrstvé roztoku (gradientu), odpovidajici jejich vznasivé hustoté.

Prepocet rom na RCF:

RCF=1,119x10°xn?xr

n = pocet otacek za minutu (rpm)

r = polomér rotoru (vzdalenost od stfedu otaceni)

1. Pfipravit roztoky (100 ml) sachardzy ve vodé o koncentraci napf. 5, 15, 25 a 35 % (w/v).

2. Roztoky obarvit (odliSné) napf. safraninem nebo krystalovou violeti (1 kapka na 3 ml).

3. Vytvofit gradient téchto roztokd ve zkumavce a) prevrstvovanim b) podvrstvovanim c) mezivrstvenim
d) kombinaci

Zaver:



Jméno:
Cislo vzorku:

6. Klonovani - ligace a transformace

Klonovani iseku DNA se provadi jeho ligaci do vektoru a naslednym pfenosem do recipientnich bunék. Pro tento
ucel musi byt plazmidovy vektor linearizovan, a to v misté polylinkeru v genu pro beta-galaktosidazu. Zaclenéni
inzertu pomoci T4 ligdzy vede kinaktivaci tohoto genu, ¢ehoZz se vyuZiva pfi selekci UspéSné pripravenych
transformant({ modro-bilym testem. Plazmidové vektory musi splfiovat nasledujici podminky:

1. Autonomnireplikace v bakterialni burice a tvorba vice kopii
Vhodné spektrum restrikénich mist
Pritomnost jednoho nebo vice marker( pro selekci hostitelské buriky (napt. rezistence na antibiotikum)
Velikost by méla byt co nejmensi (zvySeni ucinnosti transformace)

VoW

. Plazmid nesmi byt konjugativni

Jako recipientnich kmenU pro klonovani cizorodé DNA se nejcastéji vyuzivda kmena E. coli, u kterych byl navozen
stav kompetence, coz spociva v pomnoZeni bunék v tekutém Zivném mediu (napf. LB bujonu) do exponencialni faze
rastu, prevedeni bunék do roztoku CaCl,, v némz se buriky ponechaji nékolik hodin, béhem nichz dojde k jejich
vyhladovéni a uréitym zménam v bunééné sténé, umoznujicim prijmout externi DNA. Takto pfipravené bunky se
prevedou do roztoku CaCl; s pfidavkem glycerolu, v némz je mozné bunky zamrazit na -70 °C.

1. Smichat vSechny zcela linearizované vzorky vektoru v pracovni skupiné (min. dva). Vznikly vzorek purifikovat
pomoci kitu (viz PRILOHA 1).

2. Smichat vzorky $t&peného inzertu viech pracovnich skupin a purifikovat pomoci kitu (viz PRILOHA 1).

3. Stanovit koncentraci DNA pomoci pristroje NanoDrop.

4. Provést ligaci (kazdy student pfipravuje vlastni ligacni smés):

a) Smichat DNA vektoru a inzertu s beznukledzovou vodou dle tabulky tak, aby vysledny objem byl 10 pl.
inzert : vektor (molarni pomér) inzert : vektor (hmotnostni pomér)
31 35 ng inzert + 50 ng vektor
hmotnost inzertu (ng) = poZadovany moldrni pomér inzert/vektor x hmotnost vektoru (ng) x pomér délek inzert/vektor

b) Pridat 10 pl promichaného 2x liga¢niho pufru a 1 pl T4 DNA ligdzy (Quick Ligation Kit, M2200L, NEB).
c) Promichat pipetovanim a mzikové stocit.
d) Inkubovat 5 min pfi laboratorni teploté, poté dat na led.

5. Transformaci provést nasledujicim zplisobem:
a) Umistit zkumavky (viz tabulka niZe) s 200 pl kompetentnich bunék na led.
b) Do jednotlivych zkumavek s 200 ul kompetentnich bunék pridat cely objem daného vzorku (viz tabulka
niZe), jemné promichat a nechat 20 minut na ledu.

Vzorek Objem Pocet

Vzorek A: Ligovany plazmid a inzert (3:1) z pfedeslého kroku 20 ul kazdy student 1x
Vzorek B: nestépeny plazmid (prazdny vektor bez inzertu) 25 ngve 20 ul | Kazdy student 1x
Vzorek C (pozitivni kontrola): rekombinantni vektor 25 ngve 20 ul | 2x na seminarni skupinu
Vzorek D (negativni kontrola): voda 20 ul 2x na seminarni skupinu

c) Buriky podrobit tepelnému Soku 42 °C / 1 min a pak prenést do ledové lazné.

d) Pfidat 1 ml LB bujonu o laboratorni teploté a inkubovat 37 °C / 20 — 30 min*.

e) Buniky centrifugovat 1 min / 12 000 rpm.

f) Supernatant odlit a ponechat zbytek média (cca 100 ul), v ném resuspendovat pelet.

g) Suspenzi vysit pomoci bakteriologické hokejky na agarové plotny obsahujici ampicilin (100 pug/ml), X-gal
(200 pg/ml) a ImM IPTG.

h) Plotny se inkubuji 24-48 hod pti 37 °C.

* Béhem inkubace stanovit CFU/ml| kompetentnich bunék na miskach s MPA bez antibiotika.
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Stanoveni CFU/ml kompetentnich bunék:

Redéni

10°

10°

107

Replikat 1

Replikat 2

Replikat 3

Primeér

CFU/ml = pocet kolonii na misce x obrdcend hodnota redéni x dopocet do 1ml dle vysetého objemu kultury
1. Vypoctéte pocet CFU s vyuzitim nejvhodnéjsiho fedéni. Poéet CFU/ml v zasobnim roztoku

kompetentnich bunék (KB) byl: ........ccccceeevereeneenee

Obdobné stanovte CFU/ml transformanta (TB) na MPA miskach s AMP, X-gal a IPTG:

vzorek A:
vzorek B:
vzorek C:

vzorek D:

pocet kolonii na misce
pocet kolonii na misce
pocet kolonii na misce

pocet kolonii na misce

TBa
TBs
TBc
TBo

Pozor! Poldtecni objem KB vstupujici do transformace byl 200ul, proto pro dopocet do 1ml ndsobte 5!

Vypoctéte transformacni indexy (Ti=TB: KB=N, d x 10°®):

TiA=
Ti3=
Tic=

Zhodnoceni kontrol:

vevs

Zavér (byla efektivnéjsi transformace ligovaného nebo prazdného vektoru, proc?):
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PRILOHA 1:

Purifikace kitem NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel)

1.

ou ks wnN

% N

Smichejte vybrané vzorky stépici smési inzertu / plazmidu, které se dle ELFO podafilo zcela linearizovat
Pridejte 2 objemy NTI pufru ke Stépici smési a promichejte.

Do 2ml sbérné zkumavky umistéte kolonu NucleoSpin a do ni naneste vzorek. Centrifugujte 30 s/11tis x g.
Odlijte tekutinu ze sbérné zkumavky a vratte kolonu do sbérné zkumavky.

Pro promyti ptidejte 700 pl NT3 pufru a centrifugujte 30 s/11tis x g.

Odlijte tekutinu ze sbérné zkumavky a vratte kolonu do sbérné zkumavky. Centrifugujte nasucho 30 s/11tis
Xg.

Umistéte kolonu NucleoSpin do Cisté 1,5 ml zkumavky.

Pro eluci DNA pridejte 30 pl pufru NE (5 mM Tris - Cl, pH 8,5; 70°C) na stfred membrany kolony NucleoSpin,
nechte stat 5 minut pfi 25°C a poté centrifugujte 60 s/11tis x g.

Stanovte koncentraci a Cistotu purifikované DNA na Nanodropu. Vzorek uloZte pfi 4°C.

Purifikace kitem High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche)

1.

ou ks wnN

% N

Smichejte vybrané vzorky stépici smési plazmidu / inzertu.

Pridejte 2 objemy Binding pufru (¢. 2) ke Stépici smési a promichejte.

Do 2ml sbérné zkumavky umistéte kolonu High Pure a do ni naneste vzorek. Centrifugujte 60 s/8tis x g.
Odlijte tekutinu ze sbérné zkumavky a vratte kolonu do sbérné zkumavky.

Pro promyti ptidejte 700 ul Wash pufru (€. 4) a centrifugujte 60 s/8tis x g.

Odlijte tekutinu ze sbérné zkumavky a vratte kolonu do sbérné zkumavky. Centrifugujte nasucho 30 s/8tis
Xg.

Umistéte kolonu High Pure do ¢isté 1,5 ml zkumavky.

Pro eluci DNA pridejte 30 ul eluéniho pufru €. 5 (10 mM Tris - Cl, pH 8,5; 70°C) na stfed membrany kolonky,
nechte stat 5 minut pfi 25°C a poté centrifugujte 60 s/8tis x g.

Stanovte koncentraci a Cistotu purifikované DNA na Nanodropu. Vzorek uloZte pfi 4°C.



