Praktikum 1zolace mikrosatelitii a designovani
mikrosatelitovych primert

PROTOKOLY

Realizace praktika byla umoznéna diky financni podpofe grantem
FRVS, kategorie F4B, ¢. projektu 844

2009 Eva Duskova



Casovy harmonogram praktika

1. den

2.den

bezpecnostni predpisy, zdsady prace v laboratofi, sezndmeni s vybavenim laboratote
uvod do problematiky izolace mikrosatelitovych primeri, doporucena literatura
restrikce celkové DNA

kontrola produktu na agarosovém gelu, prace s dokumenta¢nim systémem Kodak Gel
Logic 100

ligace adaptort, kontrola na gelu, purifikace produktu

preamplifikace

princip selektivni hybridizace a obohacovani prostfednictvim streptavidinovych
kulicek, demonstra¢ni video

hybridizace prostfednictvim biotinylovanych mikrosatelitovych oligonukleotida
vymyti fragmentii bez repetice za pomoci magnetickych streptavidinovych kulicek
precisténi fragmentl prostiednictvim kitu

meéfeni koncentrace, fedéni

preamplifikace

ptiprava LB média, ptiprava agarovych ploten

princip hybridizace kompetentnich bun¢k

inserce produktu do vektoru (GENE Jet Kit, Fermentas)

transformace vektoru do kompetentnich bunék tepelnym Sokem
vysev produktu na selektivni agarové plotny, inkubace ptes noc

kontrola ispéSnosti transformace
PCR z pozitivnich kolonii, kontrola na gelu
purifikace produktu, ptiprava vzorkl k odeslani na sekvenacni analyzu do Macrogenu

preruseni praktika na nékolik dni az do dodani sekvenci z Macrogenu

6.den— 7. den

vyhodnocovéni sekvenacnich dat ze sekvenatoru
navrzeni primert podle sekvenci pfilehlych k mikrosatelitové oblasti
objednani primerti (SIGMA)

prerusent praktika na nékolik dni az do dodani primerii (zpravidla 3-5 dnit)

8. den - 10. den

testovani variability jednotlivych mikrosatelit
0 optimalizace PCR s nadesignovanymi primery
0 PCR vétsiho poctu vzorkd, kontrola na agarosovém gelu
0 sekvenacni analyza



1. den: Restrikce celkové DNA, ligace adaptorii, extrakce DNA
fragmentii z gelu

Vstupni DNA

Pro préci je tfeba mit relativné velké mnozstvi vstupni DNA (optimaln¢ 6-10 pg) v co
nejlepsi kvalité. Nekteré sekundarni metabolity mohou inhibovat ¢innost restrikénich enzymu
a T4 ligésy.

Pracovat budeme s DNA o koncentraci 500-1000 ng/pl. Pokud mame dostate¢né
mnozstvi DNA s niz$i koncentraci, odpafime ¢ast rozpoustédla ve vakuové centrifuze, ¢imz
roztok zkoncentrujeme na pozadovanou hodnotu. K zakoncentrovani DNA je rovnéz mozné
pouzit komerc¢ni kity nebo presrazeni.

1.1. Restrikce DNA
K restrikci je mozné pouzit celou Skalu enzymi. Kritériem vybéru je typ Stépeni — tupé
nebo lepivé konce (musi byt kompatibilni s pouzitymi adaptory) a Cetnost Stépnych mist
(pottebujeme ziskat co nejvice fragmenti s délkou 400-1000 bp).
My pro praci pouzijeme tyto tfi restrikéni enzymy od Fermentas:
Haelll (BsuRI)
Alul
Rsal

Pro kazdy enzym piipravime restrikéni smes zv1ast, stépeni kazdého vzorku bude
probihat paralelné ve tfech riznych mikrozkumavkach.

Restrikcni smés pro 1 vzorek:

DNA (2-4 pg) 4 ul
restrik¢ni pufr (dle enzymu) 0,9 pl
ddH,O 3,1 ul
restrik¢ni enzym 1,0 ul

ZkumavKky s restrikéni smési umistime do termocykleru s nasledujicim programem:

3 hodiny 37°C
10 minut 65°C
1.2. Ligace

K rozstépené DNA ptipojime adaptory se zndmymi sekvencemi, které nam nasledné
umozni amplifikaci DNA fragmentd.

Pro praci pouzijeme tyto dva oligonukleotidy:
5 3

21-mer CTCTTG CTT ACG CGT GGA CTA
25-mer PO4 - TAG TCC ACG CGT AAG CAA GAG CACA

Nejprve je tieba z jednotetézcovych oligonukleotidl ptipravit dvoutetézcové adaptory:

CTC TTG CTT ACG CGT GGA CTA
A CAC GAG AAC GAA TGC GCA CCT GAT - PO,



Piiprava adaptoru
Zasobni roztok oligonukleotidii ma koncentraci 250 pmol/pl. Pro praci budeme
potfebovat smésny roztok s koncentraci oligonukleotidi 10 pmol/pl:

ligacni pufr 23 ul

21-mer 1wl

25-mer 1wl

Mikrozkumavky vlozime do termocykleru s ndsledujicim programem:
5 minut 95°C

1 hodina 35°C (ramp. 0,03°C/s)

Ligace

Ligacni smés pro 1 vzorek:

rozstépena DNA 27 ul (vSechny tfi restrikéni produkty se smichaji dohromady)
10x ligacni pufr 1l
adaptory (10pmol/ul) 3ul
ATP (10mM) 2,5 ul
50% PEG 4000 3,5ul

T4 ligdza (5U/ul) Fermentas 3 pl

Mikrozkumavky s ligacni smési nechdme inkubovat 3-4 hodiny pii 22°C (Ize nechat volné pfi
pokojové teplote, ale mame-li moznost vyuzit termocykleru, pouzijeme ho).

1.3. Extrakce DNA fragmentu z gelu

Horizontalni agarozova elektroforéza (podrobny navod viz. str.14)

Ptipravime si 1,5% TBE gel s dostate¢né velkymi jamkami. Gel vlozime do
elektroforetické vany s dosud nepouzitym TBE pufrem.

Ligaéni reakci smichame s nandseci barvi¢kou LoadingDye a naneseme na gel. Mezi
jednotlivymi vzorky nechavame vzdy 1 jamku volnou. Vedle vzorkii naneseme rovnéz
zebticek (100 bp). Elektroforézu nastavime na 100 V.

Béhem doby, po kterou probihé elektroforeticka separace si nadepiSeme a zvdzime
zkumavky (2 ml).

Kdyz se ¢elo elektroforézy priblizi okraji gelu, elektroforézu ukonéime.
Prostfednictvim pfistroje Kodak Gel Logic 100 rychle udéldme snimek gelu (je tieba
minimalizovat dobu expozice UV zafeni). Podrobny navod viz. str.15.

Nasadime si ochranné bryle s UV filtrem a rukavice. Rozsvitime UV svétlo a
prostiednictvim ¢istého skalpelu rychle vytizneme fragmenty s délkou 400 — 1000 bp
(pracujeme rychle, aby doba osvitu UV zafenim byla minimalni). Vyfiznuté ¢asti gelu
vlozime do pfedem zvazenych a oznacenych zkumavek. Opét zvdzime a ur¢ime objem
vytiznutého gelu.



Extrakce DNA z gelu, méreni koncentrace
DNA z gelu vyextrahujeme prostfednictvim kitu DNA mini elute (QIA) podle
originalniho navodu.

K eluci pouzijeme 20 pl AE pufru predehiatého na 65°C a nechame inkubovat 10-20
minut pfi pokojové teploté. Teprve potom centrifugujeme. Filtry nevyhazujeme, dokud se
meéfenim koncentrace nepiesvédcime, ze mame uspokojivy vytézek. V opacném piipade
provedeme jesté druhé vymyvani 15 pl predehtatého AE pufru.

Koncentraci ptecisténého produktu zmétime na NanoDropu. Vzorky s koncentraci 40-
100 ng/pl pouzijeme ptimo. Vzorky s vyssi koncentraci nafedime.



2. den: Preamplifikace, purifikace PCR produktu. hybridizace
biotinylovanych oligonukleotidii, magneticka separace fragmentii
s mikrosatelity

2.1. Preamplifikace
K amplifikaci fragmentii vyuzijeme primeru komplementarniho k sekvenci adaptort —
21mer. Vyzkousime 3 rtizné teploty anealingu a 2 koncentrace DNA.

Preamplifikacni smés pro 1 vzorek:

ddH,O 17,4 wl
10x pufr 2,1l
dNTP 0,4 ul
primer 21 mer 0,3 ul
JSRT polymeraza 0,5 ul
20,7 pl
DNA 0,5/1 ul
Mikrozkumavky umistime do termocykleru s nasledujicim programem:
1 minuta 94°C
50 sekund 94°C
1 minuta 53-57°C } 30x
2 minuty 72°C
10 minut 72°C

Vysledek zkontrolujeme prostfednictvim elektroforézy na 1% TAE gelu (naneseme
3 ul). Produkt by mél byt vidét jako Smouha v rozmezi 400-1000 bp.

Uspé&sné amplifikované produkty smichame a piecistime kitem Jet-Quick PCR product
purification kit (Genomed). Pro eluci pouzijeme 50 pl TE pufu ptedehiatého na 65°C a
nechdme inkubovat 10-20 minut pti pokojové teplote. Podrobny postup purifikace je popsan
na str. 15.

Na nanodropu zméfime koncentraci produktu. Pro dalsi praci budeme potiebovat
DNA s koncentraci v rozmezi 50-80 ng/pl.

2.2. Hybridizace biotinylovanych oligonukleotidi s DNA fragmenty
DNA fragmenty budeme hybridizovat s mikrosatelitovymi oligonukleotidy nesoucimi

na 5" konci biotin, ktery se vaze na streptavidin, cehoz vyuzijeme pro selekci v ndsledujicim
kroku. Pro hybridizaci budeme pouzivat tyto mikrosatelitové oligonukleotidy:

5 3
BIO-(GAA)s Biotin - GAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAA
BIO-(GA)1i: Biotin - GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGA
BIO-(CA)1o Biotin - CACACACACACACACACACA



Pro optimalizace vytézku hybridizace by se mél dodrzovat pomér zhruba 100 ng DNA
na 200 ng kazdého oligonukleotidu.

Hybridizacni smes pro 1 vzorek:

6xSSC/0,1%SDS 100 pl
oligonukleotidy 1,5 ul (kazdého)
purifikované DNA fragmenty 2 pl

Mikrozkumavky s hybridiza¢ni smési umistime do termocykleru s nésledujicim programem.
5 minut 95°C
1 hodina 60°C (ramping time 0,05°C/s)

Béhem inkubace vzorky obcas promichdme, proto je tteba zvolit cykler, ktery lze priibézné
otvirat!

2.3. Magneticka separace fragmentii s mikrosatelitovymi oblastmi

Piiprava magnetickych kuli¢ek Streptavidin MagneSpher Paramagnetic Particles
(Promega) pro pouziti

Béhem hybridizace si ptipravime kulicky pro magnetickou separaci. Proces je tieba
nacasovat tak, aby pripravané kuli¢ky byly co nejdrive pouzity! (Trva to zhruba 10-15
minut.)

Kulicky jsou v originalnich zkumavkach rozpipetovany po 600 pl. Pro kazdou reakci
budeme potiebovat 200 pl kulicek.

Termomixer pfedehfejeme na teplotu 60°C!

Kulicky v originalni zkumavce resuspendujeme jemnym obracenim zkumavky (to
mize trvat nékolik minut). Pro kazdou reakci ptepipetujeme do jedné oznacené 1,5 ml
zkumavky 200 pl suspenze.

*Otevienou zkumavku umistime do magnetického stojanku (kulicky se seskupi na
bocni stén¢ zkumavky na strané pfivracené ke stojanku). Pipetou odstranime supernatant a co
nejrychleji pridame 300 pl 0,5xSSC. Kulicky resuspendujeme jemnym promichédvanim.

*Cely proces dvakrat zopakujeme.

Po tfetim promyti kulicky opét magneticky oddélime, odpipetujeme supernatant a
pridame 200 pl 6xSSC. Nyni jsou kulicky pfipravené pro pouZiti.

Separace biotinylovanych fragmetni prostiednictvim streptavidinovych magnetickych
kulicek

Ke smési kulicek rozpusténych v 6xSSC piiddme hybridizovanou denaturovanou
smes. Zkumavky umistime do termobloku predehiatého na 60°C a 15 minut inkubujeme za
mirného tiepani (600-800 rpm).



Rychle: Zkumavky umistime do magnetického stojanku, supernatant piepipetujeme
do oznacenych zkumavek a uschovame. Ke kulickdm ihned pfidame 300 pl 6xSSC/0,1%
SDS. Zkumavky vlozime do termobloku a 15 minut inkubujeme pfi pokojové teploté za
mirného tiepani (600-800 rpm).

Opakujeme magnetickou separaci, opét odstranime supernatant a piidame 300 pl
6xSSC/0,1% SDS. Zkumavky vlozime do termobloku a 15 minut inkubujeme pti 60°C,
nechame tfepat. Zaroven mizeme do bloku vlozit i zkumavku s 0,1M NaOH, ktery
potiebujeme piedehiat na 60°C.

Kulicky dvakrat za sebou rychle promyjeme 300 ul 6xSSC. Odstranime supernatant a
neprodlené pokracujeme dal$im krokem.

Vymyti fragmentu s mikrosatelity — preruSeni vazby mezi biotinem a streptavidinem

Varianta A — denaturace vysokou teplotou

Ke kulickam ptidame 50 pl 10% TE bufferu (naptiklad z kitu Jet Quick) a 10 min
inkubujeme pfi 98°C za mirného tfepani. (Aby nedochézelo k otvirani zkumavek, je vhodné
vicko ptelepit izolepou).

Kulicky magneticky odseparujeme a supernatant s pozadovanymi fragmenty rychle
ptepipetujeme do pfedem oznacené zkumavky.

Kuli¢ky nevyhazujeme a okamzité zopakujeme eluci s dal$imi 50 pul 10% TE bufferu.
Supernatant piepipetujeme do dalsi oznacené zkumavky.

Varianta B — denaturace NaOH

Ke kulickam ptidame 100 pl 0,1M NaOH (ptedehtaty na 60°C) a 5 min inkubujeme
pii 60°C za mirného tfepani.

Ptidame 100 pl Tris-HCI (pH 7,5), rychle a kratce zcentrifugujeme (nepouzivame
stolni minifugu, kterd nedosédhne dostate¢né rychlosti). Supernatant ihned piepipetujeme do
oznacené zkumavky.

Kuli¢ky nevyhazujeme — ptidame dalSich 100 pl Tris-HCI, kuli¢ky resuspendujeme
trepanim a opé&t rychle a kratce zcentrifugujeme. Supernatant prepipetujeme do dalsi oznacené
zkumavky.

Zkumavku s kulickami nevyhazujeme, ale uschovame ji v lednici (pokud bychom
zjistili, Ze eluce neprobéhla tispésné, budeme je moci jeste pouzit).

Ziskany eluat miZzeme pouZit do nasledujici PCR reakce pfimo, nebo jej miZzeme
precistit prosttednictvim kitu pro purifikaci PCR produktu (doporuceno po eluci
prostiednictvim NaOH). Pro purifikaci pouzijeme kit Jet Quick PCR product purification spin
kit (GENOMED). Zmétime koncentraci ziskaného produktu (Nanodropem). Méla by se
pohybovat v rozmezi 5-30 ng/ pl.



3. den: Amplifikace obohaceného produktu, ligace do vektoru.

3.1. Amplifikace produktu obohaceného o mikrosatelitové oblasti

Opét budeme amplifikovat DNA prostfednictvim primeru 21-mer. Pro amplifikaci
produktu pouzijeme tfi rizné teploty.

Preamplifikacni smés pro 1 vzorek:

ddH,O 17,4 ul
10x pufr 2,1l
dNTP 0,4 ul
primer 2 Imer 0,4 pl
JSRT polymeréaza 0,5l
20,8 ul
DNA 1 ul (ma-li vstupni DNA koncentraci >15 ng/ pl,

pouzijeme pouze 0,5 pl, nebo DNA natfedime)

Mikrozkumavky umistime do termocykleru s nasledujicim programem:

1 minuta 94°C
50 sekund 94°C
1 minuta 53-57°C } 30x
2 minuty 72°C
10 minut 72°C

3 ul produktu naneseme na 1% TAE gel.

Uspé$né amplifikované produkty smichdme a pre¢istime prostiednictvim
purifikac¢niho kitu Jet Quick - PCR product purification kit (Genomed).

Na nanodropu zmétime koncentraci produktu. Pro klonovani pouzijeme vzorky
s koncentraci 5-20 ng/ pl. Vzorky s vyssi koncentraci je tfeba natfedit na zhruba 15 ng/ pl.
Vzorky s niz$i koncentraci nejsou pro pouziti vhodné

3.2. Ligace amplifikovanych fragmentii do pGEM-T easy vektoru

P-GEM-T Easy Vector firmy Promega obsahuje poly-T piesahy v klonovacim misté.
Tyto piesahy jsou kompatibilni vii¢i A-pfesahtim, které vytvaii vétSina termostabilnich
polymeraz béhem PCR. Zvysuje se tak G¢innost ligace PCR produktu do plazmidu a je
umoznéno klonovani PCR produktt.

Ligace do vektoru

Flow-box vysterilizujeme UV svétlem. V pfedem vysviceném flow-boxu si pfipravime
liga¢ni smés (pracujeme na ledu):



Ligacni smés pro I vzorek:

2x ligacni pufr 1,66 ul
pGEM-T vektor 0,33 ul
T4 ligaza 0,33 ul

2,32 ul
DNA 1,0 ul

Varianta A — rychla — chceme-li pokracovat v dal$im kroku tentyz den

Zkumavky umistime do termocykleru a nechame inkubovat 1-2 hod pii 22-24°C.

Varianta B — pomalejsi — chceme-li pokracovat v dal$im kroku nasledujici den

Do polystyrenové krabice nalijeme vodu o teploté¢ 22°C. Zkumavky s ligaéni smési
vlozime do plastového stojanku a stojanek vlozime do krabice s vodou. Krabici uzavieme a
vlozime do lednice. Nechame inkubovat ptes noc.



4. den: Transformace do kompetentnich bunék, vysev na plotny.
4.1.Transformace do kompetentnich bunék

Pted zapocetim prace flow-box vysterilizujeme UV svétlem!

Kompetentni buiiky jsou ulozeny v hlubokomrazicim boxu (-80°C). V jedné
zkumavce je 200 pl bun¢k (obvykle o trochu vic), po rozmraZeni jiZz nelze buiiky znovu
zamrazit a pouzit, proto si vZdy pfedem napldnujeme praci tak, abychom spottebovali
veskery obsah rozmraZené zkumavky!

Buiiky je tfeba rozmrazovat velice pomalu — zkumavku z mrazéku vlozime rovnou
do ledu. RozmraZeni trva zhruba 10-15 minut.

Ve vysviceném flow-boxu piepipetujeme do oznacenych 1,5 ml zkumavek 1 pl
liga¢ni smési (pracujeme na ledu). Kapku umistime na dno zkumavky.

Piimo ke kapce pfiddme 20-24 pl kompetenich bun€k (mnozstvi stanovime podle
poctu vzorki). Zlehka v ruce protfepeme (bez pouziti vortexu!) a nechdme 20 minut
inkubovat na ledu. Mezitim si pfedehiejeme termomixér na 43°C.

Zkumavky vlozime do pfedehiatého termomixéru. Pii 42°C je inkubujeme 45-50 s.
Diilezité! Soucasné se vzorky vkladame i 1 zkumavku s vodou, do které umistime
teplomér. MnoZzstvi vody ve zkumavce musi stacit na ponoreni spodni ¢asti teploméru,
ve které je ampulka s lihem nebo rtuti. Sledujeme nartstani teploty ve zkumavce.

Teprve po dosazeni 42°C odpocitame 45-50 s.
Vzorky ihned pfendame na led. Nechdme je inkubovat 2 minuty.

Ve flow-boxu ptidime 470 pl LB média (o pokojové teplote, nebo ho miizeme
piedehiat na 37°C).

Zkumavky polozime ve vertikalni poloze do inkubatoru a upevnime je izolepou nebo
klavovaci paskou. Zavieme viko, nastavime 37°C a 150 rpm a spustime. Vzorky nechame
inkubovat 60-80 minut.

4.2. Priprava ploten pro vysev

LB ampicilinové plotny pro vysev je vhodné pfipravit nékolik dni predem.
Postupujeme podle navodu na str. 18.

Béhem inkubace naneseme na LB ampicilinové plotny IPTG (10mM) a X-Gal (2%
roztok v dimethylformamidu), coz je dtlezité pro modrobilou selekci pozitivnich kolonii.

pGEM-T vektor nese gen rezistence viici ampicilinu (Amp), ktery umoznuje primou
selekci transformovanych bakterii. V klonovacim misté lezi gen kodujici ¢dst enzymu [3-
galaktosidasy (5-Gal), LacZ a-peptid. Viozenim PCR produktu do této oblasti, tzv. inzercni
inaktivaci LacZ o -peptidu je porusSena produkce o -peptidu a 3-Gal se stava neaktivni. To
umoznuje primou selekci rekombinantnich klonit na selekcnich miskdch (tzv. modro-bila

10



selekce). Na miskach je pritomen substrat pro 5-Gal, X-Gal, ktery je v pripadeé aktivni 3-Gal
(nedoslo k inzerci PCR produktu) preménén na nerozpustny modry produkt (modré kolonie).

Kromeé dodani substratu X-gal do média je také potreba dodat induktor exprese lacZ,
IPTG (isopropyl-beta-D-thiogalactopyranosid).

Pro kazdy vzorek budeme potiebovat 6 ploten. Opét pracujeme ve vysviceném flow
boxu:

Ohnutou sklenénou ty¢inku — tzv. hokejku nejprve ponotime do lihu a potom ji
pfemistime nad plamen — lih shofi a sterilni hokejka bude zhruba ptil minuty chladnout.
Nedotykame se ji, ani ji nikam nepokladame.

Na agarovou plotnu naneseme 80 pl IPTG a pomoci zchladlé sterilni hokejky
rozetfeme po celé plose.

Totéz opakujeme s roztokem X-Galu. Dobu, po kterou je plotna odkryta se snazime
snizit na minimum.

Pted vysevem si plotny mizeme ze spodni strany popsat kompatibilné s €isly vzork.
4.3. Vysévani bunék na plotny

Hokejku sterilizujeme nad plamenem. Na plotnu naneseme 70 pl kompetentnich bun¢k
a zchladlou hokejkou je jemné rozetfeme po celé plose. Thned zakryjeme vickem.

Kazdy vzorek rozpipetujeme na 6 ploten.

Plotny vlozime dnem vzhtiru do inkubatoru a nechame pii 37°C inkubovat pies noc
(minimalné 12 hodin, optimalné 16-18 hodin).
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5. den: Kontrola vysledku klonovani, PCR z kolonii, odeslani
vzorkii k preciSténi a sekvenacni analyze, konzervace kolonii pro
pozdéjsi vyuziti.

5.1. Kontrola aspéSnosti klonovani

Byl-li proces klonovani Gispésny, vyrostly na plotnach ptes noc kolonie, z nichz je
vétSina bilych (obsahuji insert) a nékteré jsou modré (bunky bez insertu). Bilé kolonie nam
poslouzi jako templat do dalsi PCR reakce. Vybirame samostatné kolonie, které jsou zfetelné
oddélené od ostatnich. Kolonie, které budeme pouzivat si piedem jednozna¢né oznacime na
spodni stran¢ ploten.

5.2. PCR z kolonii, sekvenac¢ni analyza

Pii PCR budeme pouzivat primery M13F a M13R nasedajici na sekvenci vektoru
v blizkosti insertu. Produktem tedy bude fragment, ktery bude zac¢inat kratkym tsekem
vektorové DNA, ve stfedu bude nami hledany tisek DNA, kterou jsme vnesli do vektoru a na
konci bude opét kratky usek vektorové DNA.

Smeés pro 1 vzorek:

ddH,O 17,4 ul
10x pufr 2,1 ul
dNTP 0,4 ul
primery M13F/M13R 0,2 pl
JSRT polymeraza 0,5ul

20,8 ul
DNA ¢ast kolonie

Smés rozpipetujeme do oznacenych mikrozkumavek. Ve flow-boxu pieneseme
pomoci sterilniho paratka ¢ast bilé kolonie do zkumavky s amplifikacni smési.

Mikrozkumavky umistime do termocykleru s nasledujicim programem:

1 minuta 94°C
50 sekund 94°C
1 minuta 56°C } 35x%
1 minuta 30 sekund 72°C
10 minut 72°C

2 ul produktu naneseme na 1% TAE gel a zkontrolujeme vysledek amplifikace.
Produkty s délkou 400-1100 bp ptepipetujeme do platicka a spolu s vyplnénym pritvodnim
listem odesleme k precisténi a sekvenaci do Macrogenu.

5.3. Konzervace kolonii pro budouci vyuziti — dlouhodob4 knihovna

Do 0,2 ml mikrozkumavek rozpipetujeme po 20 pl vodu nebo TE pufr. (Budeme-li
uchovévat velké mnozstvi kolonii, je lepsi pouzit platicko.)
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Sterilnim paratkem nabereme kolonii a pfeneseme ji do zkumavky.
Zkumavky umistime do termocykleru a 10 minut denaturujeme pti 95°C.

Vzorky zamrazime. V mrazdku je mizeme uchovéavat po dobu né€kolika mésici
(optimalné pii —80°C).
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Zakladni navody

Horizontalni agarozova elektroforéza

e pracujeme v rukavicich, protoze vSechny véci mohou byt kontaminovany
ethidiumbromidem (znamy karcinogen)

e do erlenky na pfedvazkach navazime agarosu I podle tabulky (podle toho jak velky a
jak husty gel chceme piipravit):

| g agarosy
% gel | mala kratkd |malé dlouhd velka
0.8 0.24 0.4 0.8
1.0 0.30 0.5 1.0
1.8 0.54 0.9 1.8
ml pufrul 30 50 100

e pfidame pridame pfislusné mnozstvi 1 xTAE-bufferu (odmétime oznacenym
odmérnym valcem), lehce krouzenim promichame

e vlozime na 1-2 min. do mikrovinky, v uvafeném gelu nesmi byt krystalky

e mezitim si pfipravime komurku na naliti gelu, vlozime ji do nalévaciho zafizeni
(komitirka s gumovym té€snénim) nebo ukoncime oblepime konce paskou

e do zéfezl umistime hiebinky s pfisluSnym poctem zubi (tloustka: bil¢ 1 mm, Cervené
1.5 mm)

o uvareny gel ochladime krouZzenim erlenkou pod tekouci vodou (drzime gumovou
chiapkou, abychom se nespalili)

o pfidame 1 kapku ethidiumbromidu (z kapatka obaleného alobalem)

e gel pomalu nalévame do komtirky s instalovanymi hiebinky, tuhne cca 30 minut

e po utuhnuti opatrné¢ vyjmeme hiebinky a plisky, komutrku vlozime do elektroforetické
vany a zalijeme 1x TAE bufferem tak, aby cely gel byl tésné€ pod hladinou a v§echny
jamky byly zality pufrem

e do prvni jamky pipetujeme cca 3 pl markeru (zebticku), do dalSich jamek pak 5-7 ul
DNA po PCR

e po napipetovani vSech vzorki ptiklopime viko s pfivodnimi kabely (musi byt na pravé
stran¢ elektroforetické vany!) a zapneme proud na zdroji napéti nastavime na 100 V
otac¢enim knofliku

e ve chvili, kdy Celo (nejrychlejsi barvicka) dojizdi ke konci gelu, vypneme proud,
sejmeme viko vany, vynddme komurku a gel umistime doprostted plochy UV
transiluminatoru dokumenta¢niho systému Kodak Gel Logic 100
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Prace s dokumenta¢nim systémem Kodak Gel Logic 100

e doprostied plochy UV transilluminatoru dokumenta¢niho umistime gel, opatrnym
posouvanim po plose se zbavime ptipadnych vzduchovych bublin pod gelem, gel
srovname

o zavieme dvitka a zapneme zdroj UV svétla

e bez rukavic (!) spustime program Kodak 1D, v menu ,,New* vybereme ,,New digital
camera capture*

e otevie se okno, kde potvrdime Gel Logic 100 a piipojeni FireWire

e v dal$im otevieném okn¢ klikneme na ,,Preview*, kamera béhem 3s sejme obraz gelu
a zobrazi ho na obrazovce

e pfimo na objektivu kamery mizeme vyladit zoom (velikost gelu nebo jeho ¢asti) a
clonu (jas)

e do pocitace obraz gelu pfeneseme stiskem ,,Capture

e obraz gelu je v pocitaci, vytisknout ho miizeme stiskem ikony tiskarny a potvrzenim
,Print” (termotiskdrna Mitsubishi se zapina zeptedu vlevo nahote)

e vypneme zdroj UV svétla, otevieme dviika, gel vyhodime do uréené nadoby pod
stolem a plochu UV transilluminatoru o€istime ubrouskem, pfipadné trochou ethanolu

e obrazek gelu v pocita¢i miizeme upravovat a analyzovat pomoci KODAK 1D Image
Analysis Software

e pro prohliZzeni obrazku gelu na jinych pocitacich je tieba obrazek vyexportovat, napft.
ve formatu JPEG

Ptecisténi PCR produktu pomoci GENOMED Jetquick kitu

e k15 pul PCR produktu ptidame 60 pl ,,H1 solution* a dikladné promichdme na
vortexu

e vlozime kolonku do oznacené (!) 2 ml eppendorfky bez vicka (z kitu), prepipetujeme
do ni smé&s z ptedchoziho bodu

e centrifugujeme 1 minutu pfi maximalnich otackach

e vylijeme to, co proteklo kolonkou (DNA zlistala navdzana na membran¢)

e vlozime kolonku zpatky do 2 ml eppendorfky a ptidime 500 pl ,,H2 solution*

e centrifugujeme 1 minutu pfi maximdalnich otackéach

e vylijeme to, co proteklo kolonkou (DNA navdzana na membrané se promyla)

e vlozime kolonku zpatky do 2 ml eppendorfky a centrifugujeme 1 minutu pti
maximalnich otackach

e vloZzime kolonku do nové (a oznacené!) 1.5 ml eppendorfky a piimo do stiedu
membrany napipetujeme 30 pl 1x TE bufferu predehiatého na 60 °C

e nechame stat 5 minut

o centrifugujeme 2 minuty pfi maximalnich otackach

o zméfime koncentraci DNA pomoci fotometru

Pro podrobnéjsi navod a dalsi poznamky k precisténi PCR fragmentl viz navod ke kitu.
Také je mozné pouzit QIAquick PCR Purification Kit (pfipadné vyfiznout PCR fragment
z gelu a precistit pomoci QIAquick Gel Extraction Kit)
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Prace s termocyclerem Mastercycler ep gradient S

piistroj se zapina v zadni ¢asti vpravo od ptivodniho kabelu
piistroj ovladame pomoci klavesnice v pravé a dolni ¢asti kontrolniho panelu nebo
pomoci mysi
po zapnuti je tfeba se pfilogovat, pfipadné zadat PIN
zékladni obrazovka ukazuje nékolik ikon
o ikona Eppendorf (zdkladni menu) nabizi napt. vypnuti ptistroje (,,Shutdown)
— piistroj VZDY vypiname timto piikazem
o nasleduji ikony uzivateld, po jejich rozbaleni je mozno vidét jednotlivé slozky
a PCR programy v nich ulozené
vytvoreni nového programu
o najedeme na ptislusnou slozku a stiskneme tlacitko ,,New*
o napiSeme jméno programu (8 znaki), stisknutim ,,Keybd* je mozno zobrazit
klavesnici
o stiskneme OK a program se objevi v pfislusné slozce
o stiskneme ,,Edit* a mizeme v naSem programu meénit teploty a délky
jednotlivych kroki a pocet cykla
o po stisknuti ,,Header* je mozno zadat piedehtivani a teplotu vika pted vlastni
reakci (ESP heated lid), zvolit typ Mastercycler ep gradient S a zadat typ
kontroly (block nebo simulated tube)
o gradient, time a/nebo temperature increment a ramping time v libovolném
kroku nastavime po stisknuti tlac¢itka ,,Option*
o teploty na gradientu v jednotlivych sloupcich bloku se zobrazi stiskem
»Show(Grad®, maximalni rozpéti gradientu je 24 °C
o program je tfeba ulozit stiskem ,,Save* (tato moznost se zobrazi po stisku ,,>>*
v pravé dolni ¢asti)
spusteni vybraného programu
o vlozime PCR zkumavky, stripy nebo desticku
o pfitdhneme viko smérem k sob¢ na doraz
o najedeme na ptislusny program, ptipadné ho jesté piekontrolujeme po stisku
,,Bdit®
o stiskneme start, pokud byla v programu zadana metoda kontroly ,,sim. tube®, je
tieba zadat pocet vloZenych zkumavek a objem PCR reakce (v pl)
o po stisku ,,OK* se zacne zahtivat viko, displej zobrazuje dobu do konce
reakce, Cas startu i konce, teplotu bloku 1 vika a status
o ve chvili, kdy viko dosdhne zadané teploty (standardné 105 °C), je
automaticky pftitlaceno na zkumavky, zacina vlastni reakce a na displeji je
graficky znazorfiovan priab¢h reakce
o po ukonceni programu je tieba stisknout ,,Enter*, viko je odjisténo a mizeme
vyndat piipadné produkty PCR reakce
o v prubéhu PCR reakce je mozné vytvaret ¢i editovat dalsi programy, na udaje o
pribéhu reakce se dostaneme po najeti na ikonu ,,Cycler1* (je zelena, pokud
pravé probiha reakce) v hlavnim menu a stiskem ,,Status*
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Prace s termocyclerem Techne Touchgene

e pfistroj se zapina v zadni Casti pfistroje nad ptivodni $iitirou, po zapnuti po nékolika
sekundéch naskoc¢i zdkladni obrazovka

e pfistroj mé dotykovy displej, pozor na jeho poskozeni, napt. nehtem

o stiskneme ,,System User* a dostaneme se do nabidky uloZenych programi

o v dal$i nabidce stiskneme ,,Programs‘ a mizeme vybrat program, ktery chceme spustit
— prosté€ se ho dotkneme, Sipkami mizeme rolovat nahoru a dolt

o struktura typického programu miiZze vypadat nasledovné

| |Heated lid H [ 1105.0 °C|
‘ HHeated lid before programH H H On‘
‘ HPause before program H H H Ofﬂ
‘ HInitial denaturation H HO2mOOsH 94.0 OC‘
 |Hot star H | Disabled
‘ HNumber cycles 35 H H H ‘
‘ H seg HMAX °C/s HOlmOOsH 94 OC‘
‘ H seg HMAX °C/s H00m4SSH 54 OC‘
‘ H seg HMAX °C/s HO2mOOsH 72 OC‘
‘ HFinal extension H HlOmOOsH 72 OC‘
| |[Final hold H H | 10°C|

e stiskem ,,Exit* se vratime zpét na vybér programi
o stiskem ,,Run‘‘ spustime vybrany program
o objevi se dotaz na logovani pribéhu programu
o pfed potvrzenim nebo odmitnutim je tieba vlozit PCR zkumavky, zkontrolovat
uzavieni a zavtit viko (kolibku v horni ¢asti vika ptfitdhneme smérem k sobé,
uzavieme viko a odtahnutim kolibky od sebe viko zajistime), oto¢enim kolecka
smérem doleva lehce utdhneme (zbytecné nepietahovat !)
o 4 min se bude pfedehtivat viko (pokud je zaddno v programu) a spusti se
program
o na obrazovce je graficky znazoriovan pribéh programu
o pro pferuseni nebo po skonceni stiskneme 2x ,,Stop* a ,,Exit"
o stiskem ,, Edit" muzZeme editovat vybrany program a meénit veskeré jeho parametry
o stiskem ,,Ins“ vlozime dal$i segment nebo cyklus
o stiskem ,,Del* ho naopak vymazeme
o program je tieba ulozit stiskem ,,Save®, ptipadné ,,Save As* (a potvrdit ,,Yes*)
e pokud chceme zadat gradient, je tieba se podivat na rozloZeni teplot stiskem ,,Gradient
calculator* (na stejné obrazovce, kde jsme vybirali ,,Programs®)
o je tieba zadat ,,Temperature®, coz bude teplota uprostied bloku
o a,Gradient“, coz je rozpéti gradientu ve °C
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Priprava nékterych roztoku a médii

Ptiprava LB agarovych ploten s ampicilinem
Navazime: 5,0 g Tryptonu
2,5 g Yeast Extraktu
5,0 g NaCl
10,0 g agaru

Nasypeme do klavovatelné lahve se Sroubovacim uzavérem, doplnime MiliQ vodou do
500 ml a sterilizujeme kldvovanim.

Po ochlazeni na 50-60°C ptidame roztok ampicilinu (0,025 g v 5 ml MiliQ vody). Jemné
promichame, aby se nevytvofily bubliny a ve vysviceném flow-boxu rozlijeme do
sterilnich Petriho misek. Thned ptekryjeme druhou miskou a nechdme zatuhnout.
Misky uchovavame v lednicce. Ptipravené plotny lze pouZzivat po dobu 3 tydni.
Ptiprava LB média

Navazime: 5,0 g Tryptonu

2,5 g Yeast Extraktu

5,0 g NaCl

Nasypeme do klavovatelné lahve se Sroubovacim uzavérem, doplnime MiliQ vodou do
500 ml a sterilizujeme klavovanim.

Uchovavame v lednicce.

Priprava 20x SSC

Navazime: 17,53 g NaCl
8,82 g Trisodium Citrate

Nasypeme do klavovatelné lahve se Sroubovacim uzévérem, doplnime MiliQ vodou do
100 ml a sterilizujeme klavovanim.

Uchovavame v ledni¢ce. Pouzivame pro ptipravu 6x, 2x a 0,5x SSC.
Ptiprava 10% SDS
Navazime 2 g SDS.

Nasypeme do klavovatelné lahve se Sroubovacim uzavérem, doplnime MiliQ vodou do
20 ml a sterilizujeme kldvovanim.
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