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Zoznam skratiek

A — absorbancia

BG11 —-médium BG11 (angl. Blue-Green Medium)

bp — bazovy par

BSA — hovidzi sfovy albumin (angl. Bovine Serum Albumin)
cDNA — komplementarna DNA (angl. complementary deoxynucleotide acid)
CFU — pocet vytvorenych kolonii (angl. Colony Forming Units)
CM — Cramer-Mayers médium

Cq — Quantification Cycle

C;— Treshold Cycle

CTAB - cetrimoniumbromid

DEPC — dietylpyrokarbonat

DMSO — dimetylsulfoxid

dNTP — deoxyribonukleotid trifosfaty

dsDNA — dvojvlaknova deoxyribonukleotidova kyselina (angl. double strand DNA)
DTT - ditiotreitol

E. coli — Escherichia coli

EB — oznacenie komeréného roztoku

EDTA — kyselina etyléndiaminotetraoctova

EtBr — etidiumbromid

GAPDH - glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenaza

gDNA — gendmova DNA

HIV — virus l'udskej imunitnej nedostato¢nosti (angl. Human Immunodeficiency Virus)
hod. — hodina

HRM — analya topenia krivky (angl. High Resolution Melt)
IPTG — tzopropyl p-D-1-tiogalaktopyranozid

kb — kilobaza

KBU - karta bezpecnostnych udajov

LB — Luria-Bertani médium

LBA — Luria-Bertani médium s agarom

M — molarita

MHB — Mueller-Hinton médium (angl. Mueller-Hinton Broth)
min. — minuta

mMiRNA — mikroRNA

ml — mililiter



MRNA — mediatorova ribonukleova kyselina (angl. messenger ribonucleotid acid)
MS — Murashige a Skoog médium

NK — nukleové kyselina

OD - opticka denzita

OOPP — o0sobné ochranné pracovné pomdcky

PBS — fosfatovy tlmivy roztok

PCR — polymerazova retazova reakcia

PDNA — plazmidova deoxyribonukleotidova kyselina

PE — oznacenie komer¢ného roztoku

PFU — pocet fagovych Castic schopnych vytvarat’ plaky (angl. Plagues Forming Units)
pH — potentia hydrogenii

PVP — polyvinylpirolidon

Q —,,zhasac¢* (angl. Quencher)

QG — oznacenie komeréného roztoku

gPCR — kvantitativna PCR (angl. Quantitatice Polymerase Chain Reaction)
R — reportér

R?- korelaény koeficient

RE — oznacenie komeréného roztoku

RMS — restrik¢no-modifikacny systém

RNA — ribonukleova kyselina

rpm — otacky za minttu (angl. round per minute)

RT-PCR — Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction
RT-gPCR — Real-Time Quantitatice Polymerase Chain Reaction
SDS — dodecylsulfat sodny

sek. — sekunda

SSDNA — jednovlaknova deoxyribonukleova kyselina

TAE — Tris-acetat-EDTAmédium

TBE — Tris-borat-EDTA médium

THB — Todd Hewitt broth

Tm — teplota topenia (angl. melting temperature)

U — jednotka

UV — ultrafiolové svetlo (angl. ultraviolet)

V —volt

X-Gal — 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galakto-pyranozid

YPD - Yeast Extract—Peptone—Dextrose médium



Predhovor

Mili Studenti,

pripravili sme pre vas v elektronickej verzii Studijny material, ktory vas hravym sposobom prevedie
cez pripravu a realizdciu experimentov z molekularnej bioloégie vyucovanych na FPV UCM v
Trnave. Nase texty st pevne zakorenené v Strukture prednaSok, seminarov a cviceni, ktoré patria do
ramca predmetov orientovanych na molekularnu biologiu, mikrobiologiu, genetiku, genomiku,
bioinformatiku a biotechnolédgie. Su vysledkom nasej oddanosti a vasne pre tento fascinujici odbor
a verime, ze vam pomozu v hlbSom pochopeni a osvojeni tychto dolezitych laboratornych postupov.
Rovnako je tato publikacia vhodnd aj pre SirSiu komunitu pedagoégov a Studentov s pribuznym
zameranim $tudia.

Nasim cielom je urobit’ vas studijny proces ¢o najefektivnejsim a zaroven zaujimavym. Vytvorili
sme preto tento Studijny material s obsahom teoretickych a praktickych poznatkov s dorazom na
dolezité molekularno-biologické postupy a experimentalne navody pre absolvovanie predmetu
Laboratorne cvi¢enia z molekularnej bioldgie. Nasim zamerom bolo koncepéne vytvorit' jednu
komplexni publikaciu — skriptum a pracovny zosit v jednom. Tieto ucebné texty vas buda
sprevadzat’” krok po kroku pocas realizacie experimentalnych uloh pre dosiahnutie vlastnych
vysledkov prace, ktoré si zaznamenate priamo do poznamkovej casti pracovného zoSita.
Laboratorne postupy prinasaju uceleny komplex informacii od pripravy materialu a roztokov, cez
proces izolacie nukleovych kyselin, ich kvalitativneho a kvantitativneho hodnotenia, technik PCR
az po proces klonovania.

Dufame, Ze tento $tudijny material bude pre vas cennym zdrojom informacii pocas vasho Stidia a
pomdze vam dosiahnut’ Gspech vo vasom akademickom Zivote.

Uprimne d’akujeme recenzentom tejto publikacie za ich odborné usmernenie a cenné rady, ktoré
vyrazne prispeli k opravam a odstraneniu nepresnosti v predloZenom rukopise.

S uctou,

autorsky kolektiv



1. Bezpecnost’ prace v laboratoriach T

Zasady bezpecnosti prace V laboratoriach vychadzaji zo Smernice o bezpecnosti prace
Vv laboratériach Fakulty prirodnych vied Univerzita sv. Cyrila a Metoda v Trnave (Vnatorny predpis
FPV UCM v Trnave 1/2022).

Organizacné opatrenia

1.

2.

Do laboratérii FPV UCM vstupuju Studenti pod vedenim vyucujiceho v pracovnom obleceni
(plast, prezuvky — pevna obuv s pevnou podrazkou, okuliare) a so Skolskymi potrebami.

Pred zaciatkom cvicenia su Studenti povinni skontrolovat’ stav pomdcok v laboratdérnych stoloch
podla evidencie. Zistené nedostatky ihned’ nahlasia vyucujucemu.

Pocas prace v laboratériu FPV UCM je nutné zachovavat’ bezpecnostné a zdravotné opatrenia
pre pracu v laboratoriu, s ktorymi sa Studenti oboznamuju na prvych vyucovacich hodinéch,
spravaju sa podl'a pokynov vyuc€ujiceho a neopust’aju svoje pracovné miesto.

Studenti okamzite hlasia vedicemu cviGenia vietky nezrovnalosti s postupmi laboratornych
prac, napr. rozbitie skla, nefunk¢énost’ ovladdacich prvkov (ventily) na armaturach, neoznacené
obaly, poskodena elektroinstalacia a pod.

V laboratdériu mozno robit’ len prace povolené, s ktorymi je pracovnik/Student oboznameny. Je
zakazané robit’ svojvolné pokusné prace pre sukromny ziujem bez vedomia a dohladu
pedagoga.

Zakladné bezpecnostné zasady pri praci v laboratériu

arONE

IS

10.
11.
12.

13.
14.
15.

V laboratdriu sa nesmie jest’, pit’ a fajcit’ (Obrazok 1).

Nesmie sa nechranenymi rukami manipulovat’ s chemikaliami.

S drazdivymi a Skodlivymi latkami sa nesmie pracovat’ mimo digestora.

Na pracovnom stole sa musi udrziavat’ poriadok a Cistota.

Rozliate alebo rozsypané latky/chemikalie musia byt z pracovného stola alebo dlazky ithned’
odstranené.

Na pracovnom stole sa nesmu zhromazd'ovat’ chemikalie, po navaZeni ¢i odmerani potrebného
mnozstva ich Studenti musia vratit na vyhradené miesto (mimoriadne dolezité¢ pre flase s
horlavinami prvej triedy).

Kazdy Student musi mat’ Cisty biely plast, vlastné rukavice. Pri pracach, ktoré si to vyzaduju,
musi nosit’ nepretrzite okuliare alebo §tit, ktoré st nevyhnutné pre ochranu zraku.

Vsetci Studenti musia poznat'® umiestnenie nudzového vychodu, lekarni€ky a hasiacich
pristrojov, ako aj sposob ich pouZitia.

Po skonceni prace musi Student sklo dokladne umyt’ (odstranit’ mastnotu, zvysky farbiv), na
zéaver oplachnut’ v destilovanej vode a dat’ vysusit’ do suSiarne.

Do vyleviek nesmie hadzat’ pevny odpad, aby nedoslo k ich upchatiu.

Pri préci s elektrickymi spotrebi¢mi musi skontrolovat’, ¢i nie je poSkodena izolacia vodicov.

Pri zahrievani na varicoch je nutné zabranit’ kontaktu elektrickych $nar s vodou a elektrickych
Snur a gumovych hadic s varicom.

Student pracuje s pristrojom aZ po jeho zagkoleni.

Studenti v laboratériu uskuto&iuju len tie operacie, ktoré st napliiou ich prace.

Svojvol'né zmeny postupov a pokusy mimo rdmca cvicenej prace si bez sthlasu pedagdga
zakazané.



BEZPECNOST V LABORATORIU
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Obrazok 1 Zakladné zasady bezpecnosti pri praci v molekularno-biologickom laboratoriu.

Zasady bezpecnosti prace s latkami, ktoré mozu ohrozit’ 'udské zdravie

1. Pred pracou s chemikéliami je nutné obozndmit’ sa s obsahom kariet bezpe¢nostnych udajov a s
informaciami uvedenymi na etikete. Prislusné vystrazné symboly (Obrazok 2) a ich definicie st
uvedené v prevadzkovych poriadkoch umiestnenych v jednotlivych laboratoriach.

2. Pri praci s jedmi a niektorymi inymi latkami Skodlivymi zdraviu sa musi dbat’ na to, aby
nedochadzalo k styku chemikalii s pokozkou, sliznicami, dychacimi orgdnmi a zaZivacim
ustrojenstvom. Podl'a povahy prace treba pouzivat osobné¢ ochranné pracovné prostriedky
(OOPP). Prace s latkami, ktoré moézu ohrozit’ l'udské zdravie, musia byt' zabezpefené tak, aby
nedochddzalo k prekroceniu najvyssSej pripustnej koncentracie latky v ovzdusi. Kazda
manipuléciu s takymito latkami treba vykonavat’ len v digestore s dostato¢nym odsavanim.



3. Jedy musia byt uchovavané v uzamykatelnej skrinke v sklade chemikalii, prisluSne oznacenej a
podliehaju prisnej evidencii.

4. Obaly s toxikologicko-terapeutickymi latkami, jedmi a zieravinami sa nesmul prendsat’ otvorené.
Pri odlievani alebo prelievani tychto latok musia byt’ nadoby umiestnené tak, aby nedoslo k ich
prevrhnutiu alebo rozbitiu. Toxikologicko-terapeutické latky, jedy a zieraviny v tuhom
skupenstve sa musia naberat’ lopatkami, laboratérnymi lyzickami alebo Spachtlami z materialu,
ktory s danou latkou nereaguje.

5. Rozliate kyseliny a zasady je nutné ihned’ splachnut’ dostatoénym mnozstvom vody, pripadne
zneutralizovat’ praSkovou soédou, resp. zriedenym roztokom kyseliny octovej, alebo kyseliny
citronovej a opat’ splachnut’ vodou.

6. Latky uvoliujlice pri rozpustani teplo sa rozpustaju po Castiach za siCasného chladenia.

7. Kazdi manipulaciu s latkami dymivymi, drazdivymi, zapachajiucimi, s jedovatymi plynmi a
parami jedovatych latok je povolené vykonavat iba v digestore s dostatocnym odsavanim.

8. Pri manipulécii s otvorenymi nadobami (banky, skimavky) tstie nddob musi byt odvratené od
osoby, ktora s nddobou manipuluje, ako aj od inych osob.

9. Praca v laboratdriach zameranych na pracu s geneticky modifikovanymi mikroorganizmami sa
riadi prevadzkovym poriadkom umiestnenym v zodpovedajicich laboratoriach a je v stlade so
zédkonom 151/2002 Z. z. o pouzivani genetickych technoldgii a geneticky modifikovanych
rastlinach. Tato pracu mézu vykonavat len pracovnici, ktori boli pouceni o pravidlach, ktoré sa
buda pouzivat’ pri praci s geneticky modifikovanymi organizmami. Je zakazané pracovat’ s
geneticky modifikovanymi organizmami mimo priestorov na to urcenych.

&
©
&

Podrazdenie koze Horlavé latky Akutna toxicita Infekéné laty

b
@

Tlakové latky Korozivne Oxidujlice latky
pre kovy

&
&
®

o

nebezpecenstvo Vybusniny nebezpeéné
vdychovania pre vodny
ekosystém

Obrazok 2 Symboly charakterizujiice nebezpeéné latky v laboratoriu.
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Likvidacia odpadu

1.

Jedy a obaly jedov mo6zu byt likvidované len postupmi, ktoré schvalil prislusny organ
hygienickej sluzby. Do vylevky sa mdzu vylievat’ len zvysky jedov dokonale mieSate'nych s
vodou a v takom mnozstve, aby nebola prekrocena najvyssia pripustna koncentracia vo vodnych
nadrziach podl'a prislusnych predpisov.

Do laboratéornych vyleviek a inych laboratérnych odtokov sa musia vylievat' len dostato¢ne
zriedené (1 : 10) a s vodou dokonale mieSate'né rozpustadla v mnozstve najviac 0,5 litra
(jednorazovo) a zriedené vodné roztoky kyselin a hydroxidov (najmenej 1 : 30). Rozpustadla,
ktoré sa s vodou dokonale nemiesaju, jedy, vybusné latky, kyseliny a hydroxidy nad uvedenu
koncentraciu a latky, ktoré s vodou, kyselinami alebo lihmi uvolnuji jedovaté alebo drazdivé
plyny, sa do potrubia vylievat’ nesmu.

Odpadové rozpustadla, po dokonalom odstraneni zvyskov samozéapalnych latok a po
neutralizacii, sa zhromazd'uji v nddobach na to uréenych.

Do nadob na odpadky sa nesmu vhadzovat latky, ktoré moézu spdsobit’ poziar alebo
samovznietenie.

Sklenené Crepy a odpad s ostrymi hranami musia byt ukladané v Specialmnej nadobe.

S prazdnymi obalmi sa musi zaobchéadzat, ako keby boli plné a je potrebné dodrZiavat’ pokyny
pre skladovanie podl'a Karty bezpe¢nostnych udajov (KBU).

Biologicky odpad mikrobidlneho pdvodu spadajuci do kategorie (biologicky faktor 1. skupiny)
sa inaktivuje fyzikalne v autokldve a po jeho dekontamindcii sa s nim manipuluje ako s
komunalnym odpadom, pricom do doby likvidéacie je odpad hygienicky uskladneny a chraneny
pred vplyvmi vonkajSieho prostredia.
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2. Laboratorny material a pristrojové vybavenie
VvV laboratoriu molekularnej biologie

Laboratorny material

Laboratorne pomocky zo skla alebo plastu (kadicky, odmerné valce, Erlenmayerové banky, varné
banky, reagen¢né fTase, Petriho misky ainé; Obrazok 3) by mail byt vzdy dokladne Ccisté.
Kontaminované sklo modze viest k inhibicii reakcii a tiez moze zodpovedat za degradaciu
nukleovych kyselin. Sklo by malo byt vzdy po dokladnom umyti oplachnuté destilovanou vodou
a dokladne vysuSené (najlepSie v susicke). Pri priprave roztokov, ktoré nie je mozné sterilizovat’
autoklavovanim, je potrebné prazdne fTase autoklavovat’ vopred. Sklo a roztoky pouZzivané na
experimenty s RNA by mali byt oSetrené dietylpyrokarbonatom (DEPC) na inhibiciu RN4az, ktoré
inak mozu byt odolné voci autoklavovaniu.

Spotrebny plastovy material ako napr. Spicky a skimavky vyrobca €asto dodéava sterilné. Pri praci
s DNA a RNA je samozrejme ziaduce si tento plastovy material (bezné $picky a mikroskiimavky)
sterilizovat’ autoklavovanim alebo je mozné pouzit’ uz sterilné $picky s filtrom (neautoklavovat’!).
Plastové Petriho misky, oc¢kovacie slucky a ihly, hokejky a pod. (Obrazok 3) sa dodavaju sterilné.
Ak pouzivate pri praci s kultGrami skleneny material (sklenené Petriho misky, sklenené hokejky
apod.), je nutné ho dokladne dekontaminovat, zabalit do hlinikovej folie a sterilizovat pred
opakovanym pouzitim. Rovnako je nutné sterilizovat’ aj ostatné kovové pomdcky (pinzeta, skalpel),
resp. tieto pomdcky spolu s ockovacimi sluckami, ako aj okraje flias s médiom by sa mali pred
pracou sterilizovat’ plametiom.

Obrazok 3 Bezne pouzivany skleneny a plastovy spotrebny material v molekularno-biologickom laboratoriu. A —
kadi¢ky, B — odmerné valce, C — Erlenmayerové banky, D — reagenéné fl'ase, E — sklenené skimavky, F — centrifugaéné
skimavky (s objemom 15 ml a 50 ml), G — mikroskimavky (s objemom 5 ml; 2 ml; 1,5 ml; 0,5 ml; 0,2 ml) , H —
pipetovacie $picky (s objemom 1 000 pl, 200 pl, 10 pl), I — Petriho misky, J— hokejky, K — o€k, L — bakteriologické
filtre (velkost porov 0,45 pm; 0,22 um).
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Pristrojové vybavenie laboratoria molekularnej biologie

Pristrojové vybavenie laboratéria molekularnej bioldgie zahffia stbor Specidlnych pristrojov
a zariadeni, ktoré sluzia pouzivatel'ovi pri rutinnej praci vV molekularno-biologickom laboratoriu.
Nékup pristrojov pre laboratérium je financne naroc¢na zalezitost, preto je dolezité zvazit' aké
experimenty sa V laboratoriu budi vykonavat aaké pristroje st potrebné pre zvladnutie
jednotlivych metodik.

Standardné pristrojové vybavenie laboratéria molekularnej biologie:

presné vahy, analytické vahy pre vazenie chemikalii;

pH meter na Gpravu pH pripravovanych roztokov;

magnetické miesadlo, vortex pre miesanie roztokov a vzoriek;

vyhrievacia platiia s mieSadlom;

autoklav na sterilizaciu pripravenych roztokov, médii a spotrebného materialu;

stolova mikrocentrifiiga na rychle odstredenie vzoriek;

centrifiiga pre odstred’ovanie vzoriek S moznostou chladenia;

vodny kupel’ alebo suchy kupel” (termoblok) pre inkubaciu vzoriek v skimavkach;
biologicky termostat, inkubator pre inkubaciu buniek v tekutych médiach a na agarovych
platniach;

orbitalna trepacka

ultrazvukovy homogenizator (sonikator) na homogenizéaciu buniek pomocou ultrazvukovych
vin

homogenizator na homogenizaciu rastlinného a Zivo¢isneho materialu
spektroforometer/fluorometer na stanovenie kvality a kvantity nukleovych kyselin

PCR box pre ochranu citlivych komponentov pred kontaminaciou z okolitého prostredia;
termocyklér pre amplifikéciu pozadovanych usekov DNA,;

Real Time PCR termocyklér na detekciu kvantity DNA, cDNA,;

horizontalna/vertikalna elektroforetickd aparatira pre separaciu nukleovych kyselin;
napajaci zdroj;

UV-transiluminator na vizualizaciu nukleovych kyselin po elektroforetickej separacii;
gélovy foto-dokumentaény systém pre zobrazenie a dokumentaciu gélu po separacii
nukleovych kyselin, resp. ich fragmentov;

sekvenator;

vyrobnik 'adu na pripravu 'adovej drte;

laminarny box alebo Biohazard box, ktoré zarucuja sterilné prostredie pri praci;

digestor pre ochranu zdravia pri praci s toxickymi a nebezpec¢nymi chemickymi latkymi;
chladnicka (2 — 8 °C) pre uskladnenie chemikalii, zasobnych a pracovnych roztokov,
komercnych stprav (kitov), a biologického materialu (napr. semena rastlin, PCR produkty —
len kratkodobé uskladnenie);

mraznicka (-20 °C) pre uchovanie materialu, ktory by mal byt drzany pri nizkych teplotach
(bunky, tkaniva, a pod.), niektorych chemikalii a zasobnych roztokov (enzymy, antibiotika)
a biologického materialu (vzorky DNA);

hlbokomraziaci box (-80 °C) pre uskladnenie biologického materialu (bunkové konzervy,
rastlinné pletiva, RNA, proteiny a pod.);

box pre pestovanie rastlin zabezpecujuci stabilné podmienky (teplota, svetelny rezim) pocas
pestovania.

Zakladné laboratérne pristroje pre zvladnutie experimentov Vramci laboratornych cviceni z
molekularnej biologie je zobrazené na Obrazoku 4.
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Obrazok 4 Pristrojové vybavenie laboratdria pre realizaciu molekularno-biologickych analyz. A — presné vahy, B —
analytické vahy, C — magnetické mieSadlo, D — pH meter, E — vortex, F — trepacka, G — stolova centrifiga, H —
cenrifuga (s moznost'ou chladenia), I — suchy kapel” (termoblok), J — inkubator (mikrobiologicky), K — fluorometer, L —
spektroforometer, M — PCR termocyklér, N — Real-Time PCR pristroj, O — elektroforeticka aparatira so zdrojom
elektrického napétia, P — UV-transiluminator, R — fotodokumenta¢né zariadenie, S — autoklav, T — vyrobnik 'adovej
drte, U — hlbokomraziaci box (-80 °C).

Otazky:

1. Vymenujte zakladné laboratorne pomocky a pristroje, ktoré vyuzZijete pri priprave roztokov.

2. Aky laboratorny pristroj by ste vyuzili, ak by ste mali inkubovat vzorky v1,5 ml
mikroskumavkach pri teplote 50 °C po dobu 30 min.?

3. Preco je nevyhnutnou sucastou laboratoria aj chladnicka, resp. mraznicka?

4. Aké vzorky je vhodné uskladnovaz pri ultra nizkej teplote (-80 °C)?
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3. Praktické vypocty v molekularnej bioldogii, priprava
roztokov a médii

V molekularno-biologickych analyzach sa Casto vyuzivaju bezné, ako aj Specifické zasobné a
pracovné roztoky. Pri priprave roztokov je potrebné pouzivat deionizovant, destilovanu vodu
a reagenty s vysokou cistotou. Sterilizacia roztokov je odporucana pre vacSinu roztokov, a to bud’
autoklavovanim pri Specifickych podmienkach (15 psi, 121 °C, 20 min.) alebo filtraciou (cez 0,22
um filter), v pripade, Ze prislusna chemikalia by bola autoklavovanim degradovana (napr. SDS).
Mnoho roztokov si vyzaduje pri priprave tpravu pH.

Pri priprave roztokov pre molekuldrne experimenty sa Casto pouzivaju chemikalie, ktoré su pre
zdravie ¢loveka nebezpedné. Nebezpetnou chemickou latkou je latka, ktora spiiia aspon jednu z
nasledovnych vlastnosti - vybus$na, oxidujica, horlava, velmi horlavd, mimoriadne horlava,
toxickd, velmi toxickd, Skodliva, Zierava, drazdiva, senzibilizujica, karcinogénna, mutagénna,
teratogénna, nebezpecna pre zivotné prostredie.

Praktické vypocty

Latkové mnoZstvo (n):
je uréené podielom hmotnosti latky (m) a jej molovej hmotnosti (M)

n=m/M [g/mol]
alebo ho mézeme vyjadrit’ ako podiel objemu latky (V) a molarneho objemu (Vp)
n=V/Ny, [mol]

Koncentracia latkového mnoZstva (Ca):
je uréena podielom latkového mnozstva rozpustenej latky (na) a objemu roztoku (V)

Ca = nA/VR [moI/I]

Molarna koncentracia (molarita; ca):
je uréena podielom latkového mnozstva rozpustenej latky (na) @ hmotnosti rozptastadla (m;).

ca =na/m;  [mol/kg]

Priklad: 1 M roztok obsahuje 1 g molekulovej hmotnosti rozpustenej latky v rozptstadle za vzniku
1 litra kone¢ného roztoku.

Napriklad, 100 ml 5 M roztoku NaCl obsahuje 58,456 (Mw NaCl) g/mol x 5 mol/l x 0,1 1=29,29 g
NacCl.

Hmotnostna koncentracia (Ca):
je podielom hmotnosti rozpustenej latky (ma) a objemu roztoku (V).

ca=ma/V  [mol/kg]
Percento:
V navodoch pre pripravu roztokov sa v praxi pouziva vyjadrenie hmotnostné¢ho alebo objemového

percenta  kvapaliny. = Objemové  percento je vyjadrené ako objem  podielu/
objem celku (v/v,angl. volume/volume) ahmotnostné percento vyjadrujice hmotnost’
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podielu/hmotnost’ celku (w/w, angl. weight/weight). Vyjadrenie konkrétnej hmotnosti pevnej latky
obsiahnutej v ur¢itom objeme roztoku sa vyjadruje ich podielom (w/v, angl. weight/volume).

Priklad: Percento roztoku (w/v) oznacuje hmotnost’ (g) rozpustenej latky v 100 ml kone¢ného
roztoku.

Napriklad 0,7 % roztok agarozy v Tris-boratovom-EDTA (TBE) elektrolytickom roztoku, bude
obsahovat’ 0,7 g agar6zy v kone¢nom objeme 100 ml 1x TBE roztoku.

Priprava pracovnych roztokov zried’ovanim z koncentrovanych zasobnych roztokov:

Priprava zasobného roztoku pre tlmivé roztoky (pufre, angl. buffers) je uzito¢na z dévodu, aby sa
zabranilo priprave tlmivych roztokov pred kazdym jednym experimentom. Napriklad 100 ml TE
tlmivého roztoku (10 mM Tris, 1 mM EDTA) sa pripravi zmieSanim 1 ml 1 M roztoku Tris, 0,2 ml
0,5 M EDTA a 98,8 ml sterilnej destilovanej vody. Pre vypocéty pozadovanych zdsob rieSenia,
mozno pouZit’ nasledujuci vzorec:

€1.V1=0C2.Vo

kde c; = pociato¢na koncentracia alebo koncentracia zasobného roztoku; Vi = pociatocny objem,
alebo mnozstvo potrebného zasobného roztoku; C, = kone¢nd koncentracia alebo koncentrécia
pozadovaného roztoku; a V, = kone¢ny objem alebo objem poZzadovaného roztoku.
Zmiesavacie pravidlo pre vypocet vyslednej hmotnostnej koncentracii pri mieSani roztokov:

My.W1 + MaWo + ...+ MW= (M + My + ...+ mp).W
kde m = hmotnost’; w = hmotnostny zlomok
Desiatkové riedenie:
Vzorku riedime zédkladnym riedenim 1 : 9 (teda 10 krat riedime = riedenie 10'1, 1/10), ¢o znamena,
7ze k1 ml vzorky pridame 9 ml rozpustadla. Z takto pripraveného zakladného riedenia (1/10)
pripravime sadu riedeni, ato odobratim vZzdy 1 ml narieden¢ho roztoku a pridanim 9 ml

rozpustadla. Kazdd nasledovna vzorka ma 10-krat menSiu koncentraciu ako je zndzornené na
Obrazku 5.

1.0mL 1.0mL 1.0mL 1.0mL 1.0mL 1.0mL

R VU G N N

9.0 mL
rozpustadlo
’\,_e_/'

110 1:100 1:1000 1:10 000 1:100 000 1:1 000 000
10 107 10° 10* 10° 108

Obrazok 5 Princip desiatkového riedenia.
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Dvojkové riedenie:

Vzorku riedime zakladnym riedenim 1 : 1 (teda 2 krat riedime = riedenie 2‘1), ¢o znamena, ze k 1
ml vzorky priddme 1 ml rozpustadla. Z takto pripravené¢ho zakladného riedenia si d’alej pripravime
sadu riedeni odobratim vzdy 1 ml nariedeného roztoku a pridanim 1 ml rozptstadla (Obrazok 6).

1.0 mL 1.0 mL 1.0 mL 1.0 mL

U J =7 Il\»?;/ 4 “ul"=-:- 4
1:1 1:2 1:4 1:8 1:16
1.00 0.50 0.25 0.125 0.063

Obrazok 6 Princip dvojkového riedenia.

Mnoho enzymovych roztokov je potrebné pripravit’ ako koncentrované roztoky, napr., 10x alebo 5x
(10-nasobok alebo 5-koncentracie pracovného roztoku), ktoré st neskor zriedené tak, aby kone¢na
koncentracia roztoku v reakcii bola 1x (alebo podl'a potreby).

Priprava roztokov

1.

2.
3.

PoZzadované mnoZstvo chemikalii by sa malo odvazit pomocou presnych, resp. analytickych
vah.

Roztoky by sa mali uchovavat’ v reagen¢nych fl'asiach.

Na pripravu roztokov je potrebné pouzivat destilovanu, deionizovani vodu, resp.je potrebné
riadit’ sa pokynmi pre pripravu daného roztoku (pouzit priamo sterilni vodu v pripade, ak
roztok nie je mozné sterilizovat’ autoklavovanim, napr. SDS roztok). Nepridavajte hned plny
objem vody! V pripade Upravy pH budete objem roztoku navySovat pridavanim roztoku
kyseliny/zasady.

Rozpustend chemikalia v menSom objeme (pomocou sklenenej ty€inky alebo magnetického
miesadielka) by sa mala preniest’ do odmerného valca a doplnit’ zvySnym objemom rozpustadla
do celkového objemu.

Roztoky je potrebné autoklavovat’ alebo sterilizovat’ filtraciou. Média pre bakterialne kulttry sa
musia autokldvovat’ hned’ po priprave.

Pripravené roztoky je potrebné skontrolovat na pritomnost’ kontamindcie podrzanim fl'ase
obsahujucej roztok vo vyske o¢i a jemne nim kruzit' pred uskladnenim pri izbovej teplote alebo
Vv chladnicke.

Pripravené tuhé médid obsahujice agar pre bakteridlne kultary, moZzu byt rozpustené Vo
vodnom kupeli, antibiotika sa v takomto pripade pridavanti podla potreby az po vychladnuti
rozpusteného média (~ 40 °C).
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a) Roztoky na upravu pH

Na tupravu pH v zavislosti od pdvodného a cielového pH roztoku pouzivame slabé alebo
koncentrované roztoky kyselin, resp. zasad.

Pripravime 1 liter 1 M HCI (My, = 36,46 g/mol)

Vypocet:

C1.Vi= .V,

11=12,178. V,

V,=1.1/12,178 = 0,082 liter = 82 ml

11 1M roztoku HCI pripravime pridanim 82 ml 37 % koncentrovanej kyseliny chlorovodikovej do 1
| destilovanej vody.

Pripravime 100 ml 0,1 M HCI (My, = 36,46 g/mol)
Vypocet:

100 ml 0,1M roztoku HCI pripravime pridanim ........  ........ 37 % zasobného roztoku HCI do
................... destilovanej vody.

Pripravime 100 ml 1 M roztoku NaOH (M, = 39,997 g/mol)
Vypocet:

100 ml 0,1M roztoku NaOH pripravime rozpustenim ........  ........ NaOH v ......... ...
destilovanej vody.

Pripravime 100 ml 10 M NaOH (M = 39,997 g/mol)
Vypocet:

100 ml 10M roztoku NaOH pripravime rozpustenim ........ ... NaOH v ......... .
destilovanej vody.

Pripravime 100 ml 1 M KOH (My = 56,11 g/mol)
Vypocet:



100 ml 10 M roztoku KOH pripravime rozpustenim ........ ........ KOHV .....c.. e, destilovanej
vody.

b) Zasobné a pracovné roztoky

Pripravime 100 ml 1 M Tris-HCI (pH 8,0), Tris baza (Mw = 121,14 g/mol)
Vypocet:

100 ml 1M roztoku Tris-HCI (pH8,0) pripravime rozpustenim ........ ........ Tris bazy v ..........
......... destilovanej vody, pH na hodnotu 8,0 upravime pridanim ................, roztok doplnime do
celkového objemu 100 ml destilovanou vodou. Roztok sterilizujeme autoklavovanim.

Pripravime 100 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) (Mw = 372,24 g/mol)

rozpustit’ 18,6 g Na;EDTA-2H,0 v menSom mnozstve destilovanej vody (~ 70 ml) — upravit pH
roztoku na hodnotu 8,0 — doplnit’ destilovanou vodou do findlneho objemu 100 ml 0 —
sterilizovat’ autoklavovanim

Pripravime 100 ml 70 % etanolu z 96 % etanolu (My = 46,07 g/mol)
Vypocet:

100 ml 70 % etanolu pripravime zmieSanim ........ ........ 96 % etanolu s .......... ... sterilnej
destilovanej vody.

Pripravime 50 ml 10 % roztoku dodecylsulfatu sodného (SDS) (M = 288,38 g/mol)
Vypocet:

50 ml 10 % roztoku dodecylsulfatu sodného pripravime rozpustenim ........ ........ SDS v ..........
......... destilovanej vody.

Pripravime 100 ml roztoku chloroform : izoamylalkohol (24 : 1)
Vypocet:



100 ml roztoku chloroform : izoamylalkohol v pomere 24 : 1 pripravime zmieSanim ........ ........
chloroformus .......... ........ izoamylalkoholu.

c) Tlmivé roztoky

Pripravime 1 liter 10x koncentrovaného fosfatového tlmivého roztoku (PBS), NaCl (My =
58,44 g/mol), KCI (My = 74,5513 g/mol), Na,HPO,4:7H,0 (Mw = 268,07 g/mol), KH,PO4 (My =

136,086 g/mol)

Vypocet:

1 liter 10x koncentrovaného roztoku PBS pripravime rozpustenim ........ ........ NaCl, ..ccooover e,
KCI, it e, Na,HPO4 - 7H,O a ... .......... KHoPO4V ccooeiees destilovanej vody.

Pripravime 100 ml Tris-EDTA (TE) roztoku (pH 7,4; 7,5 alebo 8,5) = 10 mM Tris-HCl a 1
mM EDTA , Tris baza (Mw= 121,14 g/mol), EDTA (Mw = 372,24 g/mol)
Vypocet:

100 ml TE roztoku pripravime z ........ ........ Tris bazy, .ccooe. o EDTA a .ooes e
sterilnej destilovanej vody.

d) Elektrolytické roztoky

Pripravime 1 liter 50x koncentrovaného Tris-acetat-EDTA (TAE), Tris baza (Mw = 121,14
g/mol), EDTA (Mw = 372,24 g/mol), 'adova kyselina octova (M = 60,05 g/mol)
Vypocet:

1 liter 50x koncentrovaného TAE elektrolytického roztoku pripravime rozpustenim ........ ........
Tris bazy, ...cccev vevereenne Na;EDTA-2H0 @ e e ladovej kyseliny octovej v ......c... .........
destilovanej vody.

Pripravime 1 liter 10x koncentrovaného Tris-borat-EDTA (TBE) , Tris baza (My = 121,14
g/mol), EDTA (Mw = 372,24 g/mol), kyselina borita (My = 61,83 g/mol)
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1 liter 10x koncentrovaného TBE elektrolytického roztoku pripravime rozpustenim ........  ........

Tris bazy, ..c..co eveeeenn kyseliny boritej @ .......... ... 0,5 M EDTA (pPH8,0) V ecovvveen e,
destilovanej vody.

Pripravime 1 liter 1X koncentrovaného Tris-borat-EDTA (TBE) (zo zasobného 10x TBE)
Vypocet:

1 liter 1x koncentrovaného TBE elektrolytického roztoku pripravime zriedenim ......... ......... 10x
koncentrovaného zasobného TBE v ........... ......... destilovanej vody.

e) DNA nanaSacie farbicky

1) rozpustite 0,25 g bromfenolovej modrej v 3 ml glycerolu a 7 ml sterilnej destilovanej vody

i) rozpustite 0,125 g Orange G a 20 g sachar6zy v 50 ml TE roztoku

iii) pripravte 10 ml nanasacej farbi¢ky s obsahom 60 % glycerolu, 20mM Tris-HCI, 60 mM EDTA,
0,48 % SDS, 0,03 % xyléncyanolu, 0,03 % brémfenolovej modrej a 0,12 % Orange G

Vypocet:



f) Zakladné kultivacné média

Nutri¢né zlozenie kultivacnych médii zavisi od narokov pestované¢ho druhu biologického materialu
urcené¢ho pre experimenty. VSeobecne tieto média obsahuju peptidy, peptony (tryptony), vitaminy
aniektoré stopové prvky asoli vroznych koncentraciach (prisposobené pre optimalny rast
testovaného kmena). V procese pripravy tekutych kultivaénych médii je vhodné niektoré
komponenty sterilizovat’ filtraciou alebo autoklavovanim samostatne a pridavaji sa do média az po
jeho ochladeni na teplotu 45 — 50 °C (napr. sachardza, glukoza, antibiotika (do kultivaénych médii),
MgCI; a iné) alebo az priamo pred naockovanim bakteridlneho kmena. Kultivaéné média je nutné
pouzivat’ sterilné. Tuhé kultivatné média = pevné pddy na kultivaciu buniek v Petriho miskach,
ktoré obsahuju okrem zakladnych nutri¢énych komponentov aj agar.

Tekuté aj tuhé kultivacné média je mozné po priprave, sterilizacii a vychladnuti uchovavat’ v chlade
dlhodobo. Pred pouzitim sa médium rozvari (vo vodnom kupeli) a po ochladnuti je mozné pridat’
potrebné antibiotika.

NajcastejSie pouzivané média v molekuldrno-biologickom vyskume baktérii, kvasiniek, sinic, rias
a rastlin st uvedené v Tabulke 1 — 7).

Bezne pouzivané kultivaéné médium LB (Luria-Bertani 1951) pre kultivaciu baktérii pripravime
zmieSanim zloziek V menSom objeme (max. 900 ml) destilovanej vody. Nasledne zmeriame pH
kultivacného média a upravime na pozadované pH (7,0 — 7,4). Po upraveni pH doplnime do média
zvySok destilovanej vody do konecného objemu (1 liter). Podu si rozalikvotujeme do mensich
nadob a dame autoklavovat. Podu uchovavame v tme a chlade na d’alSie pouzitie. Pred pouzitim si
podu vzdy skontrolujte a vytemperujte na pozadovanu kultivaénti teplotu podla poziadaviek
mikroorganizmu, ktory budeme v danom médiu kultivovat’ (naj¢astejSie 37 °C).

Tabul’ka 1 Prehl'ad zakladnych médii na kultivovanie bakterialnych modelovych organizmov.

Kultiva¢né médium ZloZenie

Tekuté LB (Luria-Bertani) 10 g NaCl

médium (na 1 liter) 10 g trypton
5 g kvasni¢ny extrakt 5 g kvasni¢ny extrakt
destilovana voda destilovana voda
pH7,0-74 pH 7,0

15 g NaCl
10 g peptén

Tuhé LB médium = LBA** 11LB médium 11 LB médium
médium (na 1 liter) 15 g agar 15 g agar
Vrchny LB agar 1 1 LB médium
(na 1 liter) 0,6 % agar
Tekuté¢ TB médium 12 g trypton
(na 1 liter) 24 g kvasniény extrakt
(expresia proteinov) 2,2 g KH,PO4
9,4 g K2HP04
8 ml glycerol
destilovana voda
pH 7,0
Tekuté THB médium 36.49 THB
(na 1 liter) destilovana voda
pH 7,8
Tuh¢é¢ THB médium 1 I THB médium
(na 1 liter) 15 g agar
Vrchny THB agar 1 1 THB médium
(Soft agar) 0,6 % agar
(na 1 liter) pH 7,8
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Tabul’ka 1 Prehlad zakladnych médii na kultivovanie bakterialnych modelovych organizmov

(pokracovanie).
Tekuté MHB médium 21 g MHB
(na 1 liter) destilovana voda
pH 7,3
Tuhé MHB médium 1 | MHB médium
(na 1 liter) 15 g agar
M9 sol 64 g Na;HPO,4.7H,0
(na 1 liter) 15 g KH,PO4
2,5 g NaCl
5 g NH,CI
destilovana voda
M9 kultivaéné médium 200 ml M9 sol (sterilna)
(na 1 liter) 2 ml 1M MgSQ, (sterilné)
20 ml 20 % gluko6za (w/v) (sterilné) — pripadne iny zdroj
uhlika
100 pl 1M CaCl, (steriln€)
destilovana voda (sterilnd)
SOB médium 20 g trypton
(na liter) 5 g kvasni¢ny extrakt
0,5 g NaCl
destilovana voda
pH 6,8 - 7,0
SOC médium SOC médium
(na 1 liter) 10 mM MgCl,
10 mM MgS0O,.7H,0
20 mM glukéza

*Kultiva¢né média hned’ po priprave sterilizujeme v autoklave.

Zakladné kultivaéné média pre kultivaciu kvasiniek Pichia pastoris, Sacharomyces cerevisiae,
Candida spp. (Tabulka 2).

Tabul’ka 2 Zakladné kultivaéné média pouzivané na kultivaciu kvasiniek.

Kultiva¢né médium ZloZenie
2 x YT médium 16 g trypton
(na 1 liter) 10 g kvasniény extrakt
5 g NaCl
destilovana voda
Tekuté YPD médium 10 g kvasni¢ny extrakt
(na 1 liter) 20 g pepton

destilovana voda
2 % glukodza (sterilna az po sterilizacii média)

Tuhé YPD médium 1 1 YPD média

(na 1 liter) 15 g agar

Sabouraudov agar 65 g média

(na 1 liter) destilovana voda
pH55-5,6

*Kultivaéné média hned’ po priprave sterilizujeme v autoklave.

Tekuté kultivaéné médium CM (Cramer a Myers 1952) pre kultivaciu rias pripravime zmieSanim 10
ml CM-1 roztoku (pH 6,9), 10 ml CM-2 roztoku, 10 ml CM-3 roztoku, 1 ml CM-4 roztoku
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a doplnime do 1 1 sterilnou destilovaniu vodou. Médium HUT podl'a Hutner a kol. (1966)
pouzivame pre dlhodobé uchovanie kultivovanyh rias. Toto médium si pripravime rozpustenim
glukozy v deionizovanej vode, kde postupne pridavame uvedené objemy ostatnych zasobnych
roztokov soli a2 ml z roztoku 2. Po uprave pH (na hodnotu 3,5), doplnime vodu do celkového
obemu a sterilizujeme autoklavovanim. Zlozenie zasobnych roztokov je uvedené v Tabul’ke 3.
Do médii pre kultivaciu rias sa po sterilizacii pridavaja vitamin By (5 pl/ml) a By (0,2 pl/ml).

Tabul’ka 3 Média pre kultivaciu rias.

Kultivaéné médium ZloZenie
CM CM-1: 100 g/l (NH4)2,HPO4; 100 g/l KH,POy; 64,5 g/1 citrat
(na 1 liter) trisodny — filtrovat’

CM-2: 2,65 g/l CaCl,-2H,0O — autoklavovat’
CM-3: 20 g/l MgSQO4-7H,0 — autoklavovat
CM-4: 3 g/l FeSO3-7H,0; 1,8 g/l MnCl,-4H,0; 1,3 g/l
CoCl,-6H0; 0,4 g/l ZnSO,4-7H,0; 0,2 g/l Na,M0QO,4-2H,0;
0,02 g/l CuSO4-5H,0 — autoklavovat’
HUT roztok 1: 19,8 g glukozy rozpustit' v 900 ml dH,0 a pridame
(na 1 liter) 2 ml 20 MM ZnS0O4-7H,0
1 ml 10 mM FeSO3-7H,0
0,9 ml 10 mM MnSQ4-5H,0
0,1 ml 1M Ca(NOs3), 4H,0
1,6 ml 1 M MgSQO,4-7H,0
2ml1MKCI
2 ml 1M kyseliny DL-jabl¢nej
20,4 ml 1M kyseliny L-glutamovej
pH 7,0
roztok 2: 8,68 ml 1M KH,PO4
1,32 ml 1 M K;HPO,
pH 6,0

Kultivaéné médium BG11 (Stainer a kol. 1971) pre kultivaciu sinic pripravime zmiesanim 100 ml
sterilného zasobného roztoku ¢. 1, 10 ml kazdého zo sterilnych zasobnych roztokov ¢. 2 — 8, 1 ml
zasobného roztoku ¢. 9 a doplnime destilovanou vodou do celkového objemu. ZloZenie zasobnych
roztokov je uvedené v Tabul'ke 4.

Tabul’ka 4 ZloZzenie BG11 média pre kultivaciu sinic.

Kultivaéné médium ZlozZenie
BG11 roztok 1: 15 g/l NaNO3
(nall) roztok 2: 4 g/l KH,PO,

roztok 3: 7,5 g/l MgSO,4-7H,0

roztok 4: 3,6 g/l CaCL,-2H,0

roztok 5: 0,6 g/l kyselina citronova

roztok 6: 0,6 g/l citrat zelezito-amonny zeleny

roztok 7: 0,1 g/l EDTA-Na,

roztok 8: 2 g/l Na,CO3

roztok 9: 2,86 g/l H3BO3; 1,81 g/l MnCl,-H,0; 0,22 g/l
ZnS04-7H,0; 0,39 g/l Na,M0oO,4-2H,0; 0,08 g/l
CuS0,4-5H,0:; 0,05 g/l CO(N03)2‘6H20
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Univerzalne médium Z pre kultivaciu rias asinic (Staub 1961) pripravime zmieSanim 10 ml
zasobnych sterilnych roztokov ¢. 1 — 5; 0,5 ml roztoku ¢. 6; 0,08 ml roztoku ¢. 7 a doplnime
destilovanou vodou do celkového objemu. ZloZenie zasobnych roztokov je uvedené v Tabulke 5.

Tabulka 5 Univerzalne médium Z vhodné na kultivaciu niektorych druhov rias a sinic.

Kultivaéné médium ZloZenie
Z roztok 1: 46,7 g/l NaNOs
(na 1 liter) roztok 2: 5,9 g/l Ca(NO3),-4H,0

roztok 3: 3,1 g/l K;HPO,
roztok 4: 2,5 g/l MgSO,-7H,0
roztok 5: 2,1 g/l Na,CO3
roztok 6: Fe-EDTA (2,2 ml 35 % HCI; 250 ml H,0; 4,5 ¢
FeCls-6 H,0; 4,65 g Na,EDTA)
roztok 7 (mikroprvky)
do 100 ml: 0,31 g H3BO3
0,223 g MgSQ,-4H,0
0,003 g Na;WO3-2H,0
0,0088 g (N H4)6M07024'4H20
0,0119 g KBr
0,0083 g KI
0,0287 g ZnSO4-7H,0
0,0154 g Cd(NO3)24H20
0,0146 g Co(NO3),-6H,0
0,0125 g CuSO4-5H,0
0,0198 g NiSO4(NH,4),SO4-6H,0
0,0037 g Cr(N03)2-7H20
0,0035 g V,04(S0,)
0,0474 g A|2(804)3K2804'24H20

Nutri¢né médium (Hoagland 1920) pre kultivaciu rastlin v hydroponickom experimente pripravime
podl'a Tabulky 6.

Tabulka 6 ZloZenie kultivaéného média pre hydroponiu rastlin.

Kultiva¢né médium ZloZenie
Hoagland Makroprvky: 3,697 g MgSQ,4-7H,0
(na 10 litrov) 4,044 g KNO3

4,439 g CaCl,

2,917 g NaH,PO,4-2H,0

0,179 g FeSO,4-7 H,0O

3,399 g NaNOs

2,139 g NH,CI

1,604 g NH4NO3
Mikroprvky: 0,0850 g H;BO3

0,0006 g Na;MoO,4-2H,0

0,05 g MnSO4-5H,0

0,0066 g ZnSO4-7H,0

0,008 g CuSO4-5H,0

Kultivaéné médium MS (Murashige a Skoog 1962) pre kultivaciu rastlin pripravime podl'a Tabul'ky
7.
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Tabulka 7 Zlozenie MS média pre kultivaciu rastlin.

Kultivaéné médium ZlozZenie

MS 4,405 g MS

(na 1 liter) 30 g sachar6za
destilovana voda
pH 5,7 -5,8

10 g agar pre rastliny

*Kultivaéné médium hned’ po pridani agaru sterilizujeme v autoklave.

g) Roztoky antibiotik

Roztoky antibiotik (Tabulka 8) pripravujeme ako zdsobné sterilné roztoky, ktoré sa uchovévaju
zmrazené pri teplote -20 °C, d’alej sa na pracovnu koncentraciu naried’'uji tesne pred pridanim do
kultivacného média. Pri rovnakych podmienkach uchovavame aj zasobné roztoky IPTG a X-Gal
(Tabulka 8).

Tabul’ka 8 Zasobné roztoky antibiotik a roztoky pre selekciu bakterialnych buniek E. coli transformacii.

Antibiotikum

ZlozZenie

Ampicilin

01g
10 ml sterilnej destilovanej vody
filtrovat’

Kanamycin

1g
10 ml sterilnej destilovanej vody
filtrovat’

Tetracyklin

01g
10 ml sterilnej destilovanej vody
filtrovat’

Streptomycin

0,25¢g
10 ml sterilnej destilovanej vody
filtrovat’

Nomycin

059
10 ml sterilnej destilovanej vody
filtrovat’

Zeocin

1mg
10 ml sterilnej destilovanej vody
filtrovat’

IPTG

100 mM IPTG*

X-gal

20 mg/ml**

*do LBA média pridat’ 10 ul IPTG (100 mM) na 1 ml média (findlna koncentracia IPTG = 1mM)
** do LBA média pridat’ 10 ul X-Gal (20 mg/ml) na 1 ml média.

Otazky:
Preco je potrebné upravovat' pH pripravovaného roztoku skor ako doplnite roztok do finalneho

1.

objemu?

Akymi roztokmi sa najcastejsie upravuje pH pripravovanych roztokov?

Akymi sposobmi je mozné sterilizovat roztoky?
Pri akych podmienkach prebieha sterilizacia v autoklave?
Aky vyznam ma temperovanie média pred pouZitim?

Aky je rozdiel medzi zasobnym a pracovnym roztokom?
Aky je rozdiel v ZloZeni a vyuziti LB a LBA média?

NG~ LN

Preco niektoré roztoky nemozu byt sterilizované autoklavovanim?

Preco je dolezité pred kazdym pouzitim skontrolovat’ médium?



4. Priprava biologického materialu pre molekularno-
biologické experimenty

Kultivacia

Kultivacia oznacuje laboratdorne metddy, ktoré umoziuju rast eukaryotickych alebo prokaryotickych
buniek vo fyziologickych podmienkach v laboratérnom prostredi. Pévod kultivacie buniek mozno
datovat’ na zaciatok 20. storo¢ia s ciel'om Studovat’ rast a maturaciu (dozrievanie) buniek tkaniva ¢i
biologiu virusov. Tento proces zohral vyznamnu tlohu aj v oblasti vyvoja vakcin, neskor v stadiu
génov zodpovednych za rozne ochorenia, vo vyrobe biofarmaceutik a pod. Experimentalne
aplikacie kultivovanych buniek st také rozmanité ako typy buniek, ktoré mozno pestovat
v podmienkach in vitro. V klinickom kontexte je vSak bunkova kultura najéastejSie spojena s
vytvaranim modelovych systémov, v ktorych sa Studuje zdkladna bunkova biologia, replikacné
mechanizmy, atd. Jednou z vyhod pouzitia bunkovej kultiry na tieto aplikdcie je moZnost
manipulovat s génmi a molekuldrnymi drahami. Okrem toho, homogenita tzv. klonalnych
bunkovych populacii alebo Specifickych typov buniek a dobre definovanych kultivaénych systémov
odstranuje interferujuce genetické alebo environmentalne premenné, a preto umoziuje generovanie
udajov s vysokou reprodukovatel'nostou a konzistentnostou, ktort nemozno zarucit' pri Studiu
celych organovych systémov. ZjednoduSene, kultivacia zahffia pestovanie mikroorganizmov
v kontrolovanom prostredi a pozorovanie ich rastovych vzorcov, ako aj testovanie ich nachylnosti
na rézne spdsoby opracovania a liecby.

Kultivacia bakterialnych kmeriov

Ro6zne druhy bakteridlnych kmenov uchovavame na pevnych agarovych podach na Petriho miskach,
alebo vo forme lyofilizovanych bunkovych kultar. Pri ich ozivovani, preockovani alebo
pomnozZovani pouzivame vysSie popisané tekuté kultivacné média (Tabulka 1), ktoré vyberame
podrla fenotypu prislusného bakteridlneho kmena.

Rastova krivka

Dynamiku rastu bakterialnej populacie moéZeme znazornit vynesenim absorbancie meranej pri
uréitej vinovej dizke alebo logaritmu poétu viabilnych buniek v zavislosti od &asu inkubacie. Takto
ziskana krivka ma sigmoidny tvar a nazyva sa rastova krivka. ZvysSenie bunkovej hmoty sa meria
pomocou spektrofotometra, ktory zaznamenava zakal alebo opticku hustotu (OD, angl. Optical
Density) ako faktor mnozstva svetla absorbovaného bakterialnou suspenziou. Stupen zakalu priamo
suvisi s poftom pritomnych mikroorganizmov. Mnozstvo prechddzajiceho svetla zakalenym
prostredim klesa, ¢o sa prejavi naslednym zvySenim absorbancie. Tato metdéda merania rychlosti
rastu buniek sa vyuZziva hlavne kvoli svojej pohodlnosti a rychlosti.

Rastova krivka zahfna Styri rozne fazy (Obrazok 7):

1. Lag-faza: obdobie, kedy sa bunky prispdsobuji novému prostrediu a pripravuji sa na delenie
buniek. Bunky sa zva¢suju, ale nie su schopné replikacie a tak nedochadza k vyraznému narastu ich
poétu. Dizka lag-fizy priamo zavisi na predchadzajucom stave mikroorganizmu. V pripade, Ze
bakterialne bunky (mikroorganizmus) rastli v médiu bohatom na ziviny a my ich naockujeme do
nutri¢ne chudobnejsicho prostredia, adaptacia daného bakterialneho kmena (mikroorganizmu), na
toto nové prostredie, mu zaberie viac ¢asu. V chudobnejsich podmienkach mikroorganizmus za¢ne
syntetizovat’ nevyhnutné proteiny, koenzymy a vitaminy potrebné pre svoj rast a teda dojde k
naslednému narastu v lag-faze. Naopak v pripade, ked’ je mikroorganizmus z nutri¢ne
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chudobnejsiecho média preneseny na bohatSie médium, rychlo sa prispdsobi tejto zmene a spusti sa
delenie bez akéhokol'vek oneskorenia, a preto moze lag-faza v krivke uplne chybat’.

2. Logaritmicka fiza (exponencidlna fiza): kultira dosahuje maximélnu a konstantna rychlost’
rastu a pocet buniek rastie s ¢asom exponencidlne. V tejto faze sa da vypocitat’ generacna doba,
nakol’ko sa pocet buniek neustidle zdvojndsobuje. Hodnota generacnej doby je pre kazdy
organizmus individualna. Napriklad E. coli sa deli kazdych 20 min., preto je jej genera¢na doba 20
min. (napr. u Vibrio cholerae je to 10 min. a u Staphylococcus aureus je to 30 min.).

3. Stacionarna faza: populdcia rastie, ¢im sa znizuje koncentracia zivin a zvysuje koncentracia
metabolitov. To vyusti do hromadenia odpadu, toxickych metabolitov a inhibi¢nych zltcenin.
Za¢nu sa menit’ podmienky média ako je teplota ¢i pH, a tym sa vytvara nepriaznivé prostredie pre
rast baktérii. V urcitom bode sa pocet novych buniek rovna poctu mftvych, bunky ktoré zaniknu st
nahradené novymi v priblizne rovnakom pocte. Pocas tejto fazy sa tvoria u niektorych baktérii
endospory.

4. Faza odumierania buniek (fiza poklesu): vycerpanie Zivin a nahromadenie toxickych
produktov metabolizmu v médiu vedie k zrychlujicemu sa ubytku buniek (poklesu
zivotaschopnych buniek). Pocas tejto fazy baktéria uplne strdca schopnost’ reprodukcie a pocet
mftvych buniek za¢ne prevladat’ nad poctom zivych. Niektoré organizmy su voci tejto podmienke
odolné a prezivajii pomocou tvorby tzv. endospor. Takéto prezivanie moze trvat rdézne dlho v
rozmedzi tyzdiov azZ mesiacov.

Rastova krivka pre bakterialne kmene

Log faza
(exponencialna):

1 Lag faza Stacionarna faza Faza odumierania buniek

Log (pocet viabilnych buniek)

v

Obrazok 7 Rastova krivka pre modelovy mikroorganizmus, ktora zahfiia jednotlivé fazy rastu daného bakteridlneho
kmena.

Pestovanie bakterialneho materialu na pevnom médiu

Pri ockovani bakteridlnych kmenov na pevné kultivatné média na Petriho misky pracujeme
v sterilnom prostredi (o¢kovacia miestnost’, laminarny box, Biohazard) a postupujeme nasledovne:

28



- Otvorené misky s Cerstvo naliatym pevnym agarom nechame stuhnut’ a nasledne dostato¢ne
presuSime V termostate alebo lamindrnom boxe, aby zaschol vrchny vodny film. Takto
zamedzime difazii buniek na vodnej vrstve na miske s agarom,

- Dbunkova kultiru preofkovavame (prendSame) z jednej misky na druht v blizkosti plamena
pomocou sterilného jednorazového ocka alebo ockovacej tyCinky, pripadne pomocou vypalenej
a ochladenej ockovacej ihly,

- pri preo¢kovani pomocou o¢kovacej ihly jemne zachytime jednu koloniu na miske a prenesieme
ju na druhtt misku jemnym roztieranim po povrchu novej misky s naliatym a presusenym
agarovym médiom podl'a Obrazku 8.

- Petriho misku po preockovani uzavrieme a prenesieme do termostatu a nechame rozrast’ pri
potrebnej teplote (teplota zavisi od poziadaviek prislusného bakterialneho kmena). Pre E. coli je
optimalna kultivacia na pevnej zivnej pode v termostate pri 28 °C — 37 °C. Pre kazda
nasledujicu pracu pouzivame jednu solitérnu koldniu z prislusnych buniek (na Obrazku 8
v ¢ervenom ovale).

1. 2. 3. 4. solitérne koldnie

R\
\.\\ \

Obrazok 8 Ilustraéné zndzornenie postupu pri inokulacii a preo¢kovavani bakteridlnych buniek na Petriho misku
s tuhym médiom, pre ziskanie jednej samostatnej (solitérnej) kolonie. Suspenziu buniek alebo solitérnu bakterialnu
koléniu rozotierame pomocou inokulaéného ocka zl'ava do prava postupne ako je na obrazku, od 1. po 4. Na poslednej
miske st oznacené solitérne koldnie (Eerveny oval).

Uchovavanie bakterialnych buniek

Bakterialne kmene na LBA platniach je mozné uchovavat’ pri teplote okolo 4 °C aj niekol'ko
tyzdnov. V pripade dlhodobejSieho uskladnovania bakteridlnych kmetiov je vhodné pripravit
glycerolové konzervy s bakteridlnou kultarou.

Bunkovu konzervu pripravime zmieSanim 0,5 ml bakteridlnej kultury s 0,5 ml sterilného 80 %
glycerolu v sterilnej 1,5 ml alebo 2 ml kryo-mikroskimavke. Glycerol stabilizuje zmrazené baktérie
a brani poSkodeniu bunkovych membran. Konzervu zamrazime v tekutom dusiku (ponorenim)
a uchovame na -70 az -80 °C aj podobu niekol’kych rokov.

Kultivacia kvasiniek

Kvasinky su jednobunkové eukaryotické mikroorganizmy patriace medzi huby. Pre laboratorne
vyuzitie si vynikajucim genetickym modelom, nielen kvoli jednoduchej kultivacii v laboratériu.
Pre svoj rast a rozmnozovanie vyzaduju konkrétne podmienky taktiez vo forme Zivného média
(pody). Pre rutinnu kultivaciu kvasiniek sa v laboratoriu obvykle pouzivaju bohaté média (napr.
YPD), ktoré im poskytuju vsetky ziviny pre ich rast. Pri raste buniek kvasinieck dochadza k
zvacSovaniu objemu aj velkosti buniek. Tvorba biomasy sa prejavuje rastom kultiry, kedy narasta
ziva hmota kvasiniek 1 s poctom buniek.

Vseobecne optimalna teplota sa pre takmer vSetky laboratorne i priemyselne vyuzivané kvasinky
pohybuje v rozmedzi od 20 do 30 °C, ¢o znamena, ze vo vztahu k teplote patria medzi mezofilné
mikroorganizmy.
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Okrem teploty mé na rast kvasiniek vyrazny vplyv aj hodnota pH prostredia. Rozpédtie hodnot pH
optimalnych pre rast kvasiniek, ale aj baktérii je relativne malé. Kvasinky vo v§eobecnosti vyzaduju
kyslé prostredie v rozpiti pH od 3,5 do 5,0. Konkrétne u druhu Saccharomyces cerevisiae sa
optimalne hodnoty pohybuju od pH 4 az 5, avSak u niektorych kmenov sa moézu vyskytovat
odchylky (komenzalne kvasinky Candida spp. maju optimalne podmienky na rast 35 — 37 °C
priblizne 48 hod., resp. 7 dni pri 25 °C (aerobne)). Ak sa kvasinky vyskytni v nevhodnom prostredi
pomerne rychlo si pH upravuji k optimalnym hodnotam, ale uz mierne zéasadité pH (okolo 7,5)
zastavuje ich rast.

Kultivacia rias a sinic

Sinice alebo cyanobaktérie (Cyanophyceae) su nepohyblivé, planktonne gramnegativne
mikroorganizmy patriace do riSe eubaktérii a do oddelenia sinic. St velkou a morfologicky
roznorodou skupinou. a ich prirodzenym prostredim su bezné i niektoré extrémne prostredia.
Biotopy a ekologické poziadavky cyanobaktérii su réznorodé (obyvaji bezné vodné i niektoré
extrémne prostredia) a zavisia od rodov a dokonca aj od kmena. Napriklad Spirulina platensis
vykazuje rast pri pH 9 — 10, zatial’ ¢o Anabaena sp. vykazuje optimalny rast pri pH 7,4 — 8,4 a
produktivita vyrazne klesa pri hodnotach pH vyssich ako 9.

Pri pestovani kultar v podmienkach in vitro treba brat do tvahy rozne environmentilne a
prevadzkové faktory, ktoré ovplyviiuju bioldgiu organizmov. Tieto faktory ovplyviiuji produktivitu
biomasy cyanobaktérii, ako aj jej zlozenie. NajdodlezitejSie faktory su ziviny, pH, svetlo a hustota
kultirnych buniek, teplota a kontamindcia inymi mikroorganizmami. Rutinne pouzivané média na
kultivaciu rias a sinic st uvedené v Tabulke 3 — 5.

Pestovanie rastlinného materialu

Rastlinny materidl pre molekularno-biologické analyzy je mozné pestovat’ z kvalitného osiva
vysevom na navlh¢eny filtraény papier alebo buni¢inu v Petriho miskach alebo na Murashige and
Skoog (MS) médiu pre ziskanie kli¢encov. V pripade, Ze pre experiment potrebujeme starSie
rastliny ako niekolkodnové klicence, je vhodné sterilizované osivo vysiat’ priamo do pddneho
substratu alebo klicence z Petriho misky preniest’ do pody alebo hydroponickej sustavy (pestovanie
rastlin v nutri¢cnom roztoku).

Pre zamedzenie vzniku kontaminacii pocas rastu je potrebné vopred osivo sterilizovat. Na
sterilizaciu osiva sa najcastejSie pouzivaju roztoky 75 % etanolu, roztok NaClO (zriedeny roztok
z komeréného pripravku SAVO), HgCl, ainé. V zavislosti od druhu osiva je potrebné zvolit' si
vhodny pristup sterilizacie. Napr. zvoleny pocet semien obilnin je treba opakovane (2 — 3 krat)
pocas 10 — 15 min. sterilizovat’ za ob¢asného mieSania v5 — 10 % roztoku s obsahom chloérnanu
sodného pripraveného z komeréného pripravku SAVO. Sterilizované osivo je d’alej potrebné
viackrat preplachnut’ v sterilnej destilovanej vode.

V pripade pestovania klicencov je potrebné si vopred pripravit’ filtraény papier, buni¢inu, resp. MS
médium a ostatny material (pinzety, sklenené Petriho misky, atd’.) Tento material vratane média je
treba sterilizovat’ autokldvovanim. Pomocou sterilnej pinzety sa jednotlivé semend umiesStiiuju na
filtracny papier/buni¢inu v Petriho miske alebo stuhnut¢ MS médium (Obrazok 9A) v Petriho
miskach (rovno/Sikmo)/skimavkach/kultivaénych nadobach). V case kli¢enia si niektoré rastliny
nevyzaduji svetlo, je preto vhodné ich mat prikryté a umiestnené v kultivaénej miestnosti pri
optimalnej teplote. Po vykli¢eni je potrebné mladé klicence pestovat’ pri optimalnom osvetleni
a teplote (podmienky zavisia od narokov rastlinného druhu).

Pri hydroponickom experimente (Obrazok 9B) je vhodné si najskor vyprodukovat’ zdravé klicence
(na filtratnom papieri/bunié¢ine/pevnom médiu) a nasledne ich opatrne preniest’ do hydroponickych
podmienok. Pritomto type pestovania rastlina Cerpa ziviny z vodného nutri¢ného roztoku (napr.
Hoaglandovo médium), v ktorom ma ponoreny korenovy systém. Médium by v hydroponickom
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systéme malo byt okysli¢ované a pravidelne dopiiiané (obnova nutrientov). V stiéasnosti st na trhu
dostupné k zaktupeniu rozne hydroponické systémy.

Pri pestovani rastlin v podnom substrate (Obrazok 9C) je takisto vhodné substrat pred pouzitim
sterilizovat’ vyhriatim pri teplote nad 100 °C (zni¢enie baktérii, hub a inych Skodcov). V zavislosti
od dizky experimentu (ako staré rastliny pre experiment potrebujeme), je potrebné zvolit' vhodny
¢repnik (priemer, velkost) pre zabezpecCenie dostatocného priestoru pre rast a vyvin rastliny.
Sterilizované osivo v zavislosti od narokov pestovaného druhu a odrody rastliny je mozné pestovat’
Vv ¢repnikoch umiestnenych v kultivaénej miestnosti s regulovatelnymi podmienkami (svetlo/tma,
teplota pri simuldcii dila/noci), resp. v sklenikoch.
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Obrazok 9 Pestovanie rastlin na MS médiu (A), v hydroponickej stistave (B), v podnom substrate (C).

Po vypestovani rastlin je dolezité vediet’ na aky ucel tento material bude slizit’, kol’ko rastlinného
pletiva, a z ktorej Casti rastliny budete potrebovat’ ako vstupny material do experimentu. TaktieZ je
dolezité si uvedomit’, ze pri kazdom experimente je potrebné urobit’ aspon 3 biologické opakovania
(teda 3 rastliny pestované v rovnakych podmienkach) s ¢im treba pocitat’ uz pred vysievanim osiva
a zakladanim experimentu.

Rastlinné pletivo (korene, stonky, listy, kvety) je mozné oddelit’ sterilnym skalpelom, odvazit
hmotnost’ (napr. 200 mg pre izolaciu DNA) pomocou presnych vah a umiestnit’ do mikroskimavky.
Takéto Cerstvé pletivo je mozné pouzit’ na analyzu okamzite (optimélne vzorky pletiva uchovavame
na lade alebo zamrazime v tekutom dusiku a d’alej podl'a protokolu homogenizujeme v prisluSnom
extrakénom roztoku) alebo pre neskorsie analyzy mézeme takto navazene pletivo v mikroskumavke
zamrazit' v tekutom dusiku a uchovavat’ pri -80 °C. V pripade potreby pletivo z hiIbokomraziaceho
boxu prenesieme do tekutého dusika a potom homogenizujeme.

Otazky:

1. Definujte pojem kultivacia a pojem ,,in vitro* pestovanie.

2. Popiste sposob merania dynamiky rastu bakterialnych buniek.

3. Z akych faz pozostava rastova krivka, v ktorej z nich dosahuju bunky najvyssiu rychlost rastu?

4. Od coho zavisi teplota kultivacie bakterialnych buniek?

5. Akymi sposobmi je mozné uchovavat bakterialne kmene v kratkodobom a dlhodobom casovom
horizonte?

6. Vysvetlite ¢o je t0 bunkova konzerva.

7. Aku ulohu zohrava glycerol pri priprave bunkovej konzervy?
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5. Objemy v molekularnej biolégii a praca
s mikropipetami

Praca v oblasti molekularnej biologie zahiia finanéne vel'mi naroné analyzy. Z tohto dovodu su
analyzy prispdsobené extrémne malym objemom. Presny prenos malych objemov kvapalin, ato
bez kontaminacie, je V tejto oblasti vyskumu nevyhnutny pre pripravu reakénych zmesi. K tomuto
bola vyvinuta Siroka Skala pomdcok — automatické pipety (Obrazok 10).

Pre experimenty so zameranim na pracu s nukleovymi kyselinami v mikroobjemoch je nevyhnutné
dodrziavat’ podmienky prenosu sterilnych roztokov. Pre tuto pracu st najvhodnejsie kalibrovatel'né
automatické mikropipety, prave pre ich rychlost’ a presnost’. V sucasnosti si K dispozicii na trhu
automatické pipety manudlne alebo elektronické od mnohych vyrobcov, ktoré dokazu napipetovat
objemy od 0,2 pl do 10 ml. Mikropipety je takisto mozné autoklavovat, ¢im sa zabezpeéi ich
sterilita a spol’ahlivost pri praci s nimi.

pipetovacie tlacitko so
skrutkou na uUpravu
objemu

NS = 2 &
N E‘"

displej

vyhadzova¢ ‘ \

o v /ol

Spiciek P -

\ ‘» tlacitko na
vyhadzovanie

Spiciek

drziak Spiciek

Obrazok 10 Automaticka jednokanalova mikropipeta s popisom jednotlivych ¢asti.

Tieto tzv. ,air-displacement” pipety vyuzivaju z mechanického hladiska princip ,,vzduchového
vankus$a®, ked’ze medzi piestom a kvapalinou vzdy zostava urcity objem vzduchu. Podl'a prevedenia
rozliSujeme jednokanalové (uréené pre pipetovanie jedného objemu danej kvapaliny v Case) alebo
multikanalové (najCastejSie 8-kandlové alebo 12-kandlové) uréené pre sucasné pipetovanie
rovnakého objemu danej kvapaliny do viac mikroskimaviek (0,1 — 0,2 ml) alebo
jamiek mikroplatnicky.

Automatické pipety su konstruované bud’ ako fixné (fixny objem) alebo nastavite'né, kde je mozné
manualne nastavit’ objem v rozmedzi danej pipety pomocou nastavovacieho tlacidla.

Pri prenose malych objemov kvapalin pomocou automatickej pipety je potrebné pracovat’ precizne
a vyvarovat’ sa technickym chybam (nespravna vol'ba pipety, Spicky, chybné nastavenie objemu na
displeji pipety a pod.) este pred zacatim pipetovania. Je tieZ potrebné uvedomit’ si spravne premeny
jednotiek (1 ul = 0,001 ml; 10 ul = 0,01 ml; 100 ul = 0,1 ml; 1000 ul = 1 ml). Dolezité je zacat’
spravnym vyberom pipety pre pozadovany objem a kompatibilnej $picky k pipete (Obrazok 11).
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1 000 pl 1 000 pl

200 pl

10 pl

Obrazok 11 Jednokanalové automatické mikropipety s objemom 100 — 1000 pl, 20 — 200 ul a 0,5 — 10 pl s prisla-
chajucimi $pickami.

Dalej je dolezité spravne a presné nastavenie pozadovaného objemu na displeji prisluinej pipety
(Obrazok 12). Je nutné vyvarovat sa pretoceniu pipety pod, resp. nad hranicu jej rozsahu.
Automatické pipety pontkaju moznost’ presnosti nastavenia objemu az na desatinné miesta (napr.
objem 2,4 ul; 26,8 ul; 156,2 ul).

e —— — —

TN VRN RN TN
& || ) & @

1 1 1 0 0 0
0 0 0 2 2 2
0 0 0 0 0 0

1000 pl 100 pl 10l 200 pl 20 pl 2l

Obrazok 12 Nastavenie spravneho objemu na displeji prislusnej automatickej pipety.

Po spravnom nastaveni pozadovaného objemu pre prenos kvapaliny su dolezité Spravne zéasady
prace s mikropipetou a samotna technika pipetovania. RozliSujeme 2 zakladné sposoby pipetovania:

a) Priame pipetovanie: je najcastejSou technikou pipetovania, kedy sa do Spicky nasaje presne
nastaveny objem kvapaliny av dalSom kroku sa zo Spi¢ky tento objem Uplne vytla¢i do
zvolenej nadoby/skimavky (Obrazok 13). KedZe urc€ité mnozstvo kvapaliny zostava na
vnutornom povrchu S$pi¢ky ako tenky film, pred pipetovanim vzoriek je potrebné nasat’
a vypustit’ roztok, aby nedochadzalo k chybe pri pipetovani. Priama technika pipetovania sa
pouziva na meranie a transport va¢Siny vodnych roztokov ¢i zriedenych kyselin a zasad.
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Zakladna poloha

Stlacenie do
prvej polohy

Stlacenie do
druhej polohy

Obrazok 13 Schéma techniky priameho pipetovania.

Postup priameho pipetovania:

1.

b)

Nasad'te si adekvatnu $picku na davkovac pipety. Stlacte palcom piest do prvej pozicie, priCom
je potrebné prekonat’ slaby odpor pri stladeni. Dizka drahy piestu pri stladeni zavisi od objemu,
ktory ste nastavili na pipete (priklad: pri praci s pipetou v rozmedzi 20 — 200 pl, bude pri
pipetovani miniméalneho objemu 20 ul draha pri stlaCani piestu kratSia ako pri pipetovani
maximalneho objemu 200 pl).

Ponorte vertikalne Spi¢ku dostatocne pod hladinu roztoku a pomaly povol'ujte stlaceny piest do
povodnej pozicie ¢im zabezpecite nasatie roztoku v nastavenom objeme do $picky.

Pomalym nasdvanim kvapaliny do Spi¢ky sa obmedzi mozny vznik turbulencie, ktord vedie
k vzniku aerosélu a tiez takto zabranite neziadicemu vniknutiu bubliniek vzduchu. Optimalna
rychlost’ nasavania zavisi od vlastnosti kvapaliny (hustota a viskozita a pod.). Pomaly vytiahnite
Spicku z kvapaliny (pri rychlom vytiahnuti sa moze stratit’ Cast’ obsahu v Spicke).

Pri vytlacani kvapaliny drzte $picku v miernom uhle proti stene nadoby (10 — 45°) a plynule
stlacte piest palcom do prvej polohy a nasledne do druhej polohy.

V pripade citlivych reagencii (komponenty pre PCR reakcie, enzymy a pod.) je potrebné
objemy tychto roztokov nanasat’ priamo do vopred napipetovaného objemu tlmivého roztoku
alebo vody v skamavke.

Po vypusteni objemu podrzte piest stale stlaceny a vytiahnite $picku von z nadoby/skimavky.
Povol'te piest a odstrante Spicku z pipety.

Reverzné pipetovanie: pri tejto technike do Spicky nasajeme vacsi objem kvapaliny, ako ten
ktory sme chceli odmerat’ a v dalSom kroku vytla¢ime zo Spicky objem nastaveny na displeji
pipety (Obrazok 14). Tento sposob pipetovania poskytuje lepsie vysledky pri praci s viskéznymi
(Triton X-100), penivymi (roztok s obsahom dodecylsulfatu sodného) alebo vysoko te¢ucimi
(etanol, izopropanol) roztokmi a hodi sa pri merani vel'mi malych objemov. Po pipetovani touto
technikou zostane v $picke vzdy zvySok kvapaliny, ktorti je mozné vytlacit’ spat’ do zasobnej
nadoby alebo do odpadu pred samotnym odstranenim $picky.
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Zakladna poloha

Stlacenie do
prvej polohy

Stlacenie do
druhej polohy

Obrazok 14 Schéma techniky reverzného pipetovania.

Postup reverzného pipetovania:

1.
2.

3.

o s

Stlacte palcom piest az do druhej polohy.

Ponorte Spicku pipety pod hladinu roztoku a pomaly povolujte piest za sicasného nasdvania
vzorky do $picky.

Pomaly vytiahnite $pi¢ku z kvapaliny a odstranite kvapky na vonkajsej stene $picky dotykom
Spicky o okraj nadoby. Pri vytla€ani daného objemu kvapaliny drzte Spicku v miernom uhle a
pomaly plynule stlacte palcom piest do prvej polohy.

Drzte piest stlaeny v tejto polohe a vytiahnite Spicku z nddoby von.

Cast’ kvapaliny, ktora zostane v $picke, vytladte stladenim piestu do druhej polohy spit’ do
povodnej nadoby alebo do odpadu. Podrzte piest stlaceny a vytiahnite $picku z kvapaliny von,
potom povol'te piest a odstrante Spicku z pipety.
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TabulPka 9 Objemy roztokov A — D a dH,O pre pripravu roztokov 1 a 2.

1. skupina dH,O roztok A roztok B roztok C roztok D  Celkovy
objem
roztok 1 500 pl - 150 pul 110 ul 990 ul
roztok 2 85 ul 25 ul 190 pl 50 pul -
roztok 3 5ul 2,5 ul 0,5 ul - 2 ul
2. skupina dH,O roztok A roztok B roztok C  roztok D  Celkovy
objem
roztok 1 1000 pl 200 pl - 350 ul 750 ul
roztok 2 50 ul 125 ul 100 - 25 ul
roztok 3 6,5 ul - 1 ul 0,75 pl 1,75 pl
POZNAMKY: ..o e
Otazky:

1. Akym spésobom Si pomocou pipety overite presnost’ napipetovaného celkového objemu 800 u/
roztoku, ktory ste v mikroskumavke zmiesali z 3 roztokov?

2. V akom pripade a preco je mozné pri pipetovani viacerych vzoriek v experimente pouzit jednu
Spicku opakovane?

3. Aku/é pipetu/y si zvolite a akym sposobom prenesiete z flase zasobny roztok o objeme 1 500 ul
do mikroskumavky, ak mate k dispozicii pipety P200 a P1000?

4. Aky je princip pipetovania s ,, air-displacement *“ pipetou?

Aky je rozdiel medzi priamym a reverznym typom pipetovania?

o
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6.Priprava materialu, roztokov a médii pre
vlastné experimenty

Student si podla harmonogramu cvi¢eni a pracovnych protokolov pre cviéenia spide zoznam
potrebného laboratorneho skla, plastového materidlu, pomdcok, chemikalii a inych komponentov,
ktoré bude potrebovat pri d’al$ej praci.

Podl'a metodik (nizSie) a po konzultacii s vyucujucim si Student zadovazi vSetky potrebné
chemikalie a ostatné zlozky pre proces vazenia chemikalii, mieSania roztokov, filtracie, ipravy pH
a pod. Nasledne si Student pripravi potrebné roztoky a média v stanovenych objemoch, vysterilizuje
ich a spravne uskladni.

V pripade potreby sterilného plastového a skleneného materialu (mikroskimavky, $picky, Petriho
misky, hokejky, kadi¢ky ainé), si Student pripravi tento materidl v dostatocnom mnozstve
a vysterilizuje v autoklave.

POZNAMKY: ...t
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7. Praca s bakteriofagmi

Bakteriofagy (skratene fagy) patria do samostatnej skupiny virusov. Su to virusy prokaryotickych
buniek, ktoré infikuju baktérie. Ide o obligatne intracelularne parazity, ktoré sa mnozia v baktériach
a vyuzivaji niektoré alebo aj vSetky biosyntetické mechanizmy baktérii. Fagy sa v prirode
najpocetnejSou komunitou v tesnom kontakte s baktériami. Su Siroko rozSirené v pode,
mori, exkrementoch a d’alSich zlozkach zivotného prostredia. Bakteriofagy tzko suvisia aj
S prenosom genetického materidlu medzi baktériami. Ich vyuzitie je nielen v zdkladnom vyskume,
ale aj medicinskom a potravinarskom priemysle.

Virion (Castica) bakteriofaga sa sklada z dvoch zakladnych zloziek, z proteinového obalu (kapsid) a
nukleovej kyseliny (DNA alebo RNA). Proteinova hlavicka chrani nukleovt kyselinu a vychadza
Z nej chvostik, na ktorého konci su chvostikové vldkna (nozicky, pripadne iny druh 0zdob), ktorymi
fag prilne na povrch hostitel'skej bunky. Do bakteridlnej bunky vstupuje len nukleova kyselina.
Zvysné Casti bakteriofdga sa dosyntetizujii priamo v infikovanej bunke, ktora sluzi fagovi ako
vyrobna tovaren. Hotové viriony st ndsledne z bunky uvolnené a bakteridlna bunka je usmrtend
nasledkom lyzy (Iyticky cyklus). Reprodukény cyklus faga moze prebiehat’ troma sposobmi: lyza,
lyzogénia a pseudolyzogénia.

Stanovenie titru bakteriofagov

Tato metoda je znama aj ako metdoda dvojvrstvového agaru a pouziva sa v mikrobiolégii na
stanovenie poctu fagovych castic, ktoré su schopné vytvarat plaky. Plaky su jasné (prejasnené)
zony na pevnom agare, ktory je stuvisle prerasteny hostitel'skymi (indikatorovymi) bakteridlnymi
kmenimi. Vznikaji v mieste, kde sa v okamihu o¢kovania nachadzala aktivna fagova Castica, ktora
ako prva infikovala dany kmen a dala po infekcii vznik d’alS$im novym virionom. Tie opat’ napadli
okolité citlivé bunky a takto postupne v niekol’kych za sebou opakujucich sa lytickych cykloch
dochadza k 1yze susednych hostitel'skych buniek a vznika plak. Plak predstavuje potomstvo fagov,
ktoré vznikli zjednej fagovej Castice. Stanovenie titru faga (Obrdzok 15) pozostava
z nasledujtacich 3 hlavnych casti: priprava fagového lyzatu, analyza tvorby plaku a stanovenie
poctu viridnovych Castic (Obrazok 16, 17). Zékladnym predpokladom analyzy tvorby plakov je, Ze
pocet hostitel'skych buniek musi byt’ niekol’kokrat vyssi ako pocet fagovych Castic.

T

+MgSO0,

fagovy lyzat (riedeny)

bakteridlne inokulum

NI

Vrchny agar Petriho miska s LBA (pevnym
agarom)

Obrazok 15 Inokulum s indikatorovou bakterialnou kultarou, riedeny fagovy lyzat, vrchny agar a Petriho miska s LBA
potrebné na stanovenie titru bakteriofaga.
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900 pL 900 pL 900 pL 900 pL 900 pL
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l 100 pL l
pridat nariedeny lyzat k vrchnému agaru a — )
naliat na misku ..
» . inkubovat A
vytvorené plaky na agarovych platniach -
wdoe
17 plakov 5 plakov

Obrazok 16 Nazorny priklad na stanovenie poctu a tvorby plakov z fagového lyzatu na Petriho miskach pevnym
agarom. Vzorka fagového lyzatu sa najprv zriedi do pozadovaného riedenia. 100 pl fagoveho riedeného lyzatu pridame
spolu s inokulum (indikatorovy bakterialny kmein a MgSO,) do vytemperovaného vrchného agaru a rovnomerne
vylejeme na Petriho misky stuhym agarom. Bakteridlne bunky su pokryté agarézovou vrstvou. Bakteriofag
produkovany infikovanou bunkou méze infikovat’ okolité bunky. Ak su infikované bunky usmrtené, vytvori sa oblast’
bez buniek (plak — priesvitna zona).

Uloha: Priprava fagového lyzatu: 20 VZOTKY .eecvecveeenereenenencnnne

a indikatorovej bakterialnej Kultury.........coeeeeiccnrensssneeeniiiiiiiiiiiiiec e

Chemikalie:
e chloroform
e 2x koncentrovana LB zivna pdda
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Pracovny postup |.:

1.
2.

3.

vzorku (trus, potravina, voda, ...) prefiltrujeme cez bakteriologicky filter

k vzorke pridame 20 pl chloroformu a vortexujeme 5 min., vzorku centrifugujeme pri 12 000
rpm pocas 10 min. pri laboratornej teplote a supernatant prepipetujeme do novej
mikroskiimavky s 20 pl chloroformu

pripraveny lyzat priamo (bez riedenia) kvapkame na indikatorové bakterialne kmene

Pracovny postup I1.:

1.
2.

w

o u

vzorku (trus, potravina, voda,...) prefiltrujeme cez bakteriologicky filter

do 50 ml centrifugacnej skamavky napipetujeme 1 ml 2x koncentrovanej LB, 1 ml
prefiltrovanej vzorky a 100 pl nocnej bakterialnej kultury (popripade aj zmes bakterialnych
kmenov)

indukujeme stacionarne pri teplote 37 °C (30 °C) pocas 48 hod.

po 48 hod. pridame k vzorke chloroform (5 — 10 kvapiek na 10 ml lyzatu) a vzorku vortexujeme
5 min.

vzorku scentrifugujeme pri 12000 rpm pocas 10 min. pri laboratornej teplote

supernatant prenesieme do novej mikroskimavky a pridame 1 — 2 pl chloroformu

pripraveny hotovy fagovy lyzat je mozné priamo pouzit’ pre d’alSie analyzy

POZNAMKY: ..o

Uloha: Analyza tvorby plakov baKteriofiga ..........ceceeeereseeenens na

indikatorovej bunkovej Kultlire ........ccccceeeveeevvueicsnecncnenenns

Material: indikatorova nocnd Kultlira ..........cocooeeviniiniiiniiii e , fagovy lyzat

Chemikalie:

LBA
vrchny agar 0,7 % LBA

Pracovny postup:

1.

pracujeme V sterilnom laminarnom boxe, kde si pripravime fagovy lyzat a indikatorovy
(hostitel'sky) bakteridlny kmen — no¢nu kultiru, Petriho misky s LBA a poriadne presuSime (ak
uz mame naliate LBA platne, vytemperujeme ich na laboratérnu teplotu)

zohrejeme vrchny agar arozalikvotujeme do sterilnych skimaviek po 3,5 ml anechame
temperovat’ na 45 — 50 °C
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3. do vytemperovanych skumaviek s vrchnym agarom napipetuyjem 100 — 150 pl nocnej
indikatorovej bakteridlnej kultury, jemne premieSame a vylejeme na LBA platne v Petriho
miskach, nechame presusit’ 5 min.

4. pripravime si nasledovné riedenia fagového lyzatu: 10%, 104 10°, 108

5. na presusené misky nakvapkdme 10 — 20 pl fagového lyzatu z jednotlivych riedeni a pockame
kym jednotlivé kvapky (spoty) nevsiaknu do LBA platni

6. opatrne prenesieme misky do termostatu na 37 °C anechdme inkubovat cez noc (misky
obratime hore dnom)

POZNAMKY: ...

Uloha: Stanovenie titru bakteriofaga ...........ceeeeeeeenees infikujuceho bakterialny

kmeﬁ 0000000000000000000000000000000000000000000000000

Chemikalie:

1x PBS alebo 25 mM Tris-HCI
0,9 % NaCl tlmivy roztok (pH 7,5)
MgSO,

Pracovny postup:

1.

o~

pripravime si nasledovné riedenia fagového lyzatu: 102, 104, 106, 108 v 1x PBS (alebo Tris-HCI
timivom roztoku), rovnako ako pri predchadzajucej metode (analyza tvorby plakov). Sterilne
pipetujeme 0,1 ml lyzatu alebo predchadzajtceho riedenia do 0,9 ml 1x PBS roztoku

pripravime si sterilné skimavky, ktoré budi obsahovat’ 3,5 ml 0,7 % vrchného agaru (LBA),
rozvareného a temperovaného na 45 °C

k 20 ml hostitel'skych (indikatorovych) bakterialnych buniek sterilne napipetujeme MgSO, do
vyslednej koncentracie 10 mM = inokulum

300 pl inokula pridame k 3,5 ml vrchného agaru

0,1 ml zriedenia fagového lyzatu napipetujeme do skumavky s vytemperovanym vrchnym
agarom a inokulom

cely obsah skumavky vylejeme na Petriho misky s LBA a jemny kruzivym pohybom sa vrchny
agar rozleje po celej miske
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7. misky po preschnuti dime inkubovat’ do termostatu s teplotou 37 °C po dobu 12 — 16 hod. (resp.
cez noc)

Vyhodnotenie:

Spocitame pocet plakov na miskach s najvhodnejSim riedenim, t.j., také riedenie, kde sa na miske
nachadza okolo 100 plakov (misky, na ktorych je menej ako 10 plakov neberieme do tuvahy).
Vysledok vyjadrujeme v jednotkach PFU/ml. Tento vysledok v skutocnosti vyjadruje pocet
fagovych castic schopnych vytvérat’ plaky, nie absolatny pocet vioriénov. Preto sa vysledok uvadza
v tzv. PFU (angl. Plaques Forming Units).

Priklad vypoctu:
Na troch Petriho miskdch naokovanych s0,1 ml fagovej vzorky riedenej 10° sa vytvoril
nasledujuci pocet plakov (Tabul'ka 10):

TabuPka 10 Priklad pre zaznamenanie vysledkov pre vyhodnotenie poctu ziskanych plakov.

Miska (poradie) Pocet plakov

1. 112
2. 120
3. 119
priemer 117

Titer lyzatu faga: 117 x 10° = 1,17 x 108 v0,1 ml ....teda......... 1,17 x 10° v1 ml v neriedenej
vzorke.

Na vypocet PFU/ml mézeme pouzit’ vzorec:

Pocet plakov spocitanych Konverzny faktor: 1000 pl = 1ml,
na Petriho miske pre finalnu odpoved v PFU/ml

Titer (PFU/mI) = (PFU/ul) x (1000 pl/1 ml) x (faktor riedenia)

Mnozstvo fagového lyzatu v Pre riedenie 10?3,
»Ml ktoré je aplikovalo na riediaci faktor je
Petriho misku s agaraom 1000 ( alebo 10/73).

Obrazok 17 Vzorec pre vypocet PFU.

Pripadne: (Pocet plakov/objem vzorky) x 1000 pl % faktor riedenia fagovych castic (lyzatu) =
PFU/ml vzorky.
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POZINAIMKY . ..ot b bbb e b et et e tr e e tr e res

Uloha: Izolacia figovej DNA z baKteriofaga ........eeeevereevereeserene pomocou

TENOIU & CIOF O O NIMU .ottt e e e et ee e e e e e e e aeeeeeeeeateaneaeeeeees

Chemikalie:

RNaza A

DNaza I

NaCl

PEG 6000

proteindza K

fenol

chloroform

zmes chloroform : izoamlalkohol (24 : 1)
3 M octan sodny (pH 7,0)

96 % etanol

TE roztok (10 mM Tris-HCl a1 mM EDTA (pH 8,0))

Pracovny postup:

1.

2.

o No oA

9.

do 100 ml fagového lyzatu priddme 2 mg RNazy Aal mg DNazy Iainkubujeme pri
laboratornej teplote 1 hod.

do vzorky priddme postupne NaCl (praskovy) do vyslednej koncentracie 1M a inkubujeme na
I'ade 1 hod. za staleho mieSania (pouzivame miesadlo)

postupne zacneme pridavat’ 9,5 g PEG 6000 a nechame vyzrdzat’ 16 hod. v chlade (cez noc na
'ade)

po vyzrazani centrifugujeme na 4000 rpm pocas 20 min. pri teplote 4 °C

sediment rozsuspendujeme v 3 ml sterilnej destilovanej vody

pridame RNazu A (2 pg/ml) a DNazu I (100 pg/ml) a vzorku inkubujeme 1 hod. pri 37 °C
pridame proteinazu K (100 pg/ml) a inkubujeme 1 hod. pri 37 °C

po inkubécii zacneme extrahovat’' DNA pridanim 1x fenolu (1 : 1), 2x zmesi fenol : chloroform
(1:1), 2x zmesi chloroformu

odmeriame objem extrahovanej zmesi DNA

10. pripravime si sklenenu ty€inku a postupne pridavame 1/10 objemu 3 M octan sodny a 2xX V

(dvojnasobny objem) 96 % etanolu k DNA, ktort natd¢ame opatrne na sklenent tycinku
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11. DNA na ty¢inke vysusime a rozpustime v minimalnom objeme TE roztoku (pH 8,0)

POZINAIMIKY . ..ot e b b e bbb e rn e nes

Uloha: Izolacia figovej DNA z baKteriofAga .........eceeevereevereesereene pomocou

KOMEICNE] SUPIAVY .oicvverierssanreosssnnnossssanereiinmmieiiimeeeiiieeesssreessssseessssessssssseessssseesssnsees
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1. Charakterizujte pojem bakteriofig.

2. Coje to virion?

3. Aky je rozdiel medzi lytickym a lyzogénym cyklom bakteriofiga?

4. Co je to titer figa? Akym spésobom je mozné ho stanovit?

5. Co sui to plaky?

6. Aky vyznam ma temperovanie médii pred samotnou prdacou?

7. Preco je dolezité pracovat v sterilnom prostredi pri prdci s baktériami, fagmi a pod.?
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8. Izolacia nukleovych kyselin

Pre molekularno-biologické analyzy je mozné nukleové kyseliny izolovat z roéznych zdrojov:
bunkové kultury (baktérie, kvasinky a pod.), zivocisne tkaniva (kosti, bunky sliznice tstnej dutiny,
sval, atd’.), telesné tekutiny (krv, moc, atd’.), rastlinné pletiva (stonka, kvet, listy, atd’.). DNA moéze
byt izolovana aj z extrémnych zdrojov (pdda, uzitkova/odpadova voda, potraviny a iné).

V pripade bunkovych kultar je mozné pre rychlu detekciu klonov pomocou PCR pouzit’ priamo
bunkovy lyzat bez procesu izolacie nukleovej kyseliny.

Uloha: Priprava bunkového lyzatu

JY Y <) 21 T

Chemikalie:
e 1 9% Triton X-100 (pracovny roztok)

Pracovny postup:

1. do sterilnej mikroskimavky napipetujeme 200 pul roztoku 1 % Triton X-100

2. jemne odpichneme (zoskrabneme) pomocou sterilného Sparadla ¢ast’ vzorky z LBA misky (1
koléniu)

3. zoskrabnutt koloniu dame do mikroskimavky a poriadne premiesame/zvortexujeme v roztoku
s roztokom 1 % Triton X-100

4. vzorku inkubujeme 10 min. pri teplote 95 °C

5. po inkubacii vzorku centrifugujeme pri 12000 rpm pocas 10 min. pri laboratornej teplote

6. supernatant pouzijeme priamo ako templat DNA do PCR reakcie

Pri metodach izolacie nukleovych kyselin je potrebné pouzit’ najlepSie Cerstvy material (pletivo,
tkanivo, bunkova kultra) alebo Cerstvo zmrazeny, aby sa zabranilo moznej degradacii nukleovych
kyselin pritomnymi nukledzami (DNaza, RNaza). V sucasnej dobe je kdispozicii viacero
protokolov pre klasické izolaéné postupy, ako aj postupy pre extrakciu nukleovych kyselin
(gendmovej, chromozomalnej ¢i plazmidovej DNA, celkovej RNA, mRNA ¢i miRNA) s vyuzitim
komer¢ne dostupnych extrakénych suprav. Pomocou takychto suprav je mozné izolovat’ nukleové
kyseliny vo vysokej kvalite z r6znach biologickych zdrojov (napr. bunkové kultary sinic, rias,
baktérii, virusov, rastlinnych pletiv a zivo¢isnych tkaniv), dokonca aj z degradovaného alebo
starého materialu (kostrové pozostatky a pod.).

Izolacia genomovej DNA

Gendémova DNA alebo gDNA je chromozomalna DNA, na rozdiel od extrachromozomalnej DNA,
ako je plazmidova DNA. Genomova DNA obsahuje vSetky biologické informacie, ktoré sa maju
odovzdat’ d’alSej generacii. VacSina organizmov ma rovnaku genomovi DNA vo vSetkych svojich
bunkach, avsak v kazdej bunke su aktivne iba urcité gény. Genomova DNA obsahuje tzv. kodujuce
aj nekodujlice oblasti, zndme ako exoény a introny. Intrény su fragmenty génov, ktoré nemaju
koédujuce sekvencie. Vo vSeobecnosti st introny zostrihané alebo "odstranené" z RNA pocas
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procesu transkripcie pred syntézou proteinov. To je mozné len u eukaryotov, prokaryoty nie st
schopné spajat’ introny. Exény st nevyhnutnou sucast'ou kodovacieho systému a stt zachované po
zostrihu intrénov.

Izolacia gendémovej DNA je pociatocnym krokom pri molekuldrnej charakterizacii organizmu. V
tomto procese zohrava najdolezitejSiu ulohu cistota (bez tzv. kontaminantov — primesi RNA,
proteinov, polysacharidov a pod.) a kvalita izolovanej gDNA (v dostatoénom mnozstve). Cistota je
ur¢end roznymi fyzikélno-chemickymi vlastnostami jednotlivych biologickych makromolekul.

Po izolovani sa gDNA mozZe pouzit’ na vytvorenie gendémovych kniznic na sekvenovanie DNA,
odtlacky prstov, diferenciaciu a d’alSie klinické a vyskumné aplikacie.

Metody izolacie genomovej DNA st zvycCajne zalozené na troch zakladnych krokoch:

1. dezintegracia biomembran a lyza buniek; 2. precipitacia gDNA; 3. zakoncentrovanie gDNA.
Konkrétny postup izolacie DNA obyc¢ajne zavisi od organizmu, z ktorého pri izolacii vychadzame.
Extrakcia DNA z rastlinnych pletiv je naro¢nejSia vzhl'adom na pritomnost’ pevnej bunkovej steny,
ktora chrani rastlinné bunky.

V prvom kroku izolacie 1yze buniek v mnohych pripadoch predbicha krok, v ktorom sa zabezpeci
lepsi pristup k bunkdm. Predpokladom uvolnenia gDNA z buniek je rozrusSenie (dezintrgracia)
bunkovej steny (v pripade rastlinného pletiva) a biomembrany bunky. Na rozrusenie bunkovej
steny sa pouziva kombinacia fyzikalnych a chemickych postupov (zamrazenim materialu v tekutom
dusiku a nasledné mechanické rozdrvenie v homogenizatore/trecej miske). Tekuty dusik zaroven
udrziava potencidlne pritomné DNazy a RNazy za nizkej teploty inaktivne, ¢o eliminuje degradaciu
nukleovych kyselin.V pripade bunkovej kultary (kvasinky, baktérie, riasy, sinice) pestovanej v
tekutom médiu, je dolezité oddelenie buniek od média centrifugéciou. Po dezintegracii biomembran
pomocou posobenia detergentov (rozrusujit membrany), enzymov (inhibitory nukleaz),
chelata¢nych ¢inidiel a povrchovo aktivnych latok sa pristupuje k lyze buniek.

Lyzu buniek je moZné dosiahnut' pouzitim detergentov (zabezpe€uji solubilizaciu bunkove;j
membréany) a enzymov (3tiepenie glykoproteinov a inaktivacia DN4z). Zivo¢isne bunky su obalené
len cytoplazmatickou membranou, a preto je mozné dosiahnut’ ich lyzu jemnej$imi prostriedkami,
napr. pdsobenim slabych neionogénnych detergentov (Triton X-100) v kombindcii s
proteolytickymi enzymami — protedzami. Bukova stena kvasiniek sa svojim zlozenim a tiez
odolnost’ou lisi od bunkovej steny baktérii, preto je potrebné pri procese izolacie vhodne pouzit
kombindaciu postupov mechanickej dezintegracie buniek. Pomerne ¢asto sa vyuzivaju na tento ucel
degradacné enzymy, ako je glukoronidaza.

Akonéhle je bunkové stena narusend dochidza k uvolfiovaniu vSetkych vnutornych bunkovych
komponentov do vonkajSieho prostredia (roztoku). Tato zmes sa nazyva hruby lyzat, ktory obsahuje
okrem RNA a gDNA aj dalSie komponenty, ako polysacharidy, lipidy, bielkoviny a
nizkomolekulovy uhl'ovodik. Z hrubého lyzatu je potom mozné d’alej izolovat’ DNA po odstraneni
vyssSie uvedenych neziaducich komponentov.

V d’alSom Kkroku su odstranené proteiny a ostatné vysokomolekulové zlozky bunky (okrem gDNA).
Aby vtejto faze nedoSlo k degradacii cielovej nukleovej kyseliny je potrebné pouzit co
najmiernejSie podmienky lyzy, uskutociiovat’ ju v prostredi prislusného extrakéného roztoku
(pripadne aj v chlade). Dolezitym faktorom je aj pritomnost chelatacnych ¢inidiel v lyzatnom
roztoku (napr. EDTA — kyselina etyléndiamintetraoctova), ktoré z roztoku "vychytavaja"
dvojmocné kationy (Mg2+, Ca2+), ¢im sa odvrati posobenie nukleaz, ktoré by mohli degradovat
DNA uvol'nent z buniek.

Z deproteinizacnych prostriedkov sa na izolaciu nukleovych kyselin pouzivaju nasytené roztoky
soli, napr. NaCl alebo octan sodny, ktoré¢ st ve'mi G¢inné vo faze precipitacie (zrazania) gDNA. Aj
detergenty SDS alebo sodna sol’ N-lauroylsarkozinu pomahaju deproteinizacii, pretoze ucinne
uvol'niuji nukleové kyseliny z ich vizby na bielkoviny.

Poslednym krokom v procese izolacie gDNA je prevedenie Cistej formy gDNA do roztoku,
pouzitelného pre d’alSie analyzy. Na precistenie nukleovych kyselin od nizkomolekulovych latok
(zvysky soli, fenolu a pod.) a na skoncentrovanie vzorky sa pouziva alkoholové zrazanie
(precipitacia). Cista gDNA mozeme ziskat zrdZanim pomocou etanolu alebo izopropanolu.
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Zréazanie sa robi Casto pri nizkej teplote (-20 °C), kedy je vytazok kvantitativny aj pri nizkej
koncentracii gDNA. Na druhej strane, zrazanie pri laboratdrnej teplote je vyhodné, ak chceme
vyzrazat’ gDNA bez sucasného vyzrazania ("ozivenia") kontaminujucej RNA. Vyzrazan nukleova
kyselinu, tzv. precipitat oddelime centrifugaciou a precistime 70 % etanolom pre odstranenie
zvySkov soli pritomnych v zrazenine DNA.

Na zaver precipitat rozpustime vo vodnom roztoku, ktory obsahuje Tris-HCI (pH 7,5 —8,0) s EDTA
(zabranuje degradacii gDNA deoxyribonukleazami).

Takto izolovana gDNA je pripravena na d’alSie molekularno-biologické analyzy. Vzorky gDNA sa
skladuju pri teplote 4 °C kratkodobo (do par hodin) a dlhodobo pri -20 °C.

V zavislosti od vstupného materialu (rastlinné pletivo, zivocisne tkanivo, bunkova kultura a pod.),
narokov na Cistotu a kvalitu gDNA, ako aj nasledného vyuzitia gDNA v d’alSich analyzach je
mozné gDNA izolovat’ viacerymi metddami:

Organicka extrakcia (fenol-chloroformova extrakcia) vyuziva princip hydrofobicity zmesi
fenolu a chloroformu. Vd’aka tymto vlastnostiam sa pomerne jednoducho oddel'uji od vodnej fazy.
Ked sa vrstvy navzajom premieSaju, dochddza k denaturacii proteinov, ktoré sa vyzrazaju v
organickej faze. Naslednou centrifugaciou zmesi sa docieli oddelenie dvoch vrstiev, organickej fazy
obsahujucej kontaminanty (zvysky proteinov) a vodnej fazy s obsahom gDNA a RNA (ak je pH
fenolu prili§ kyslé, vo vodnej faze zostava len RNA, preto by malo byt pH fenolu skor alkalické az
neutralne, aby zostala vo vodnej faze zachovana prave gDNA). Po fenol-chloroformovej extrakcii je
potrebné extrahovani gDNA precipitovat’ v etanole za pritomnosti jednomocnych i6nov, vd’aka
¢omu sa odstrania neziaduce soli a fenol. Nakol'’ko je fenol denatura¢né Cinidlo a jeho zvysky by
mohli denaturovat enzymy potrebné pre dalSie analyzy, ako napr. PCR, sekvenovanie. Po
precipitacii nasleduje rozpustenie gDNA (agregatov DNA).

Metdda organickej extrakcie DNA je ¢asovo narocnd aV sucasnosti menej pouZivand, pretoZe
extrahovand DNA moZe obsahovat' zvysky fenolu a chloroformu, ktoré inhibuji enzymatické
reakcie.

DNA extrakéna metéda CTAB (cetrimoniumbromid) je zakladnou metddou izolacie gDNA z
cerstvych aj suSenych listov rastlin. Tato metéda zvyc€ajne zahfiia pociatocnu fazu dezintegracie
bunkovych stien rastlinného materidlu, ktora umozni pristup k gDNA. Rozdrvené pletivo sa
rozsuspenduje v CTAB lyza¢nom roztoku. Vzorka sa nasledne miesa so zmesou chloroformu a
izoamylalkoholu. gDNA sa potom vyzraza z vodnej fazy a dokladne sa premyje etanolom, aby sa
odstranili kontaminujuce soli. Purifikovana gDNA sa potom resuspenduje a uchovava v TE roztoku.

Minikoléonova extrakéna metoda je popularna metdd na izolaciu nukleovych kyselin s vyuzitim
komer¢nej sady (kit) s obsahom prislusnych roztokov a centrifugaénych koldniek. Trh ponuka kity
optimalizované na rozne mnozstvo vytazkov (desiatky g DNA). Vyhodou tejto extrakénej metody
je, ze je velmi jdnoducha, ¢asovo nenarocna (30 — 60 min.), zabezpecuje vysoku vazbovu kapacitu
kolonky (cca 50 pg) a tiez Cistotu vytazku (vyrobcovia udavaju cca 1,6 — 1,9 pri A260/280).

V tejto metodike sa vyuziva schopnost adsorbovat gDNA za Specifickych podmienok
(koncentrécia soli, pH, a pod.) vd’aka materialu v minikolone (matica).

Lyzat ziskany po rozruseni buniek, tkaniva alebo pletiva a pdsobeni proteaz sa nanesie do
Specidlnych izola¢nych minikoloniek. Po lyze vstupného materidlu sa upravia vizbové podmienky
tak, aby sa na membranu viazal len pozadovany druh nukleovej kyseliny. Vo vnutri takejto kolonky
je umiestnena Specialna matrica (silikagélova membrana, matrix), na ktoru sa naviaze pritomna
nukleovad kyselina, napr. DNA. Zvys$ny roztok a v flom pritomné polysacharidy a proteiny sa
nenaviazu na membranu, ale centrifugaciou kolonky sa odstrania z matrice (samozrejme bez DNA).
Matrica s naviazanou DNA sa opakovane premyje premyvacim roztokom obsahujucim alkohol, aby
sa odstranili prebyto¢né soli a nasledujicou centrifugaciou je premyvaci roztok opét’ odstraneny. Po
premyti sa DNA z matrice eluuje — vyviaZze sa pomocou vody alebo eluéného roztoku s nizkym
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obsahom soli a centrifugacie do zbernej Cistej mikroskiimavky. Takato DNA je Cista a v dostatocnej
kvalite a kvantite pripravena na d’alSie analyzy ako st restrikéné Stiepenie, PCR, ¢i sekvenovanie.

Uloha:  Izolicia genémovej DNA  zbunkovej kultary  kvasiek

PriSEIOJ@: ..o

Chemikalie:

YPD médium

SCED rozok (pH 7,5)
zymolédza (100 mg/ml)
10 % SDS

5 mM roztok octanu draselného (pH 8,9)
izopropanol

RNéza (10 mg/ml)

TE roztok (pH 7,5)

1 mM Tris-HCI (pH 7,5)
e 96 % etanol

Pracovny postup:

1. naockujeme si do 3 ml YPD tekutého média kvasinkovy kmen a inkubujeme pri teplote 37 °C

cez noc Vv trepacke pri 250 rpm

noénu kvasinkovu kultaru prepipetujeme do sterilnej mikroskiimavky a centrifugujeme pri

12100 x g pocas 3 min. pri laboratornej teplote

zmes intenzivne zvortexujeme alebo rozsuspendujeme v 200 pl deionizovanej sterilnej vody

opatovne centrifugujeme pri rovnakych podmienkach ako v bode 2

bunky nariedime pomocou 400 pl SCED roztoku (pH 7,5)

k suspenzii pridame 5 — 10 ul zymolyazy a inkubujeme 1 hod. pri 37 °C a 750 rpm

pridame 40 pl 10 %) SDS, zmes jemne premiesame a nasledne inkubujeme 5 min. na l'ade

d’alej do vzorky pridame 300 ul 5 M octanu draselného (pH 8,9) a vzorku centrifugujeme pri

12100 x g pocas 3 min. pri teplote 4 °C

9. odoberieme supernatant do sterilnej mikroskimavky a priddme izopropanol v pomere 1 : 1
a precipitujeme DNA pri teplote -20 °C po dobu 15 min.

10. vzorku centrifugujeme pri 12100 x g po¢as 5 min. pri teplote 4 °C

11. supernatant vylejeme a zvySok alkoholu nechdme odparit’

12. pelet rozsuspendujeme v 500 ul TE roztoku (pH 7,5) a pridame 10 pl RNazy (10mg/ml)

13. vzorku inkubujeme po dobu 20 min. pri 37 °C

14. pridame 1 ml etanolu (aby sme zo zmesi vyzrazali DNA) a inkubujeme 30 min. pri teplote -20
°C

15. vzorku centrifugujeme pri 12100 x g po¢as 5 mi n. pri teplote 4 °C

16. pelet vysusime pri laboratdornej teplote a rozpustime v 20 pl v ImM TrisHCI (pH 7,5)

17. ziskani gDNA uchovavame pri -20 °C az -80 °C

N

NG~ W
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POZINAIMKY . ..ot b bbb e b et et e tr e e tr e res

Uloha: Izolicia genémovej DNA CTAB metédou z rastlinného pletiva podPa
Békésiova a kol. (1999)

I Y <) g £ 1 PR

Chemikalie:

e precipitatna zmes: 8 V (objemov) 96 % etanolu a 2 V 1 M acetatu sodného (pH 5,2)

e roztok 1: 0,35 M sorbitol; 0,1 M Tris (pH 8,0); 5 mM EDTA — upravit pH na 7,5 —
sterilizovat’ v autoklave

e roztok 2: 0,2 M Tris (pH 7,5); 50 mM EDTA (pH 7,5); 2 M NaCl; 2 % CTAB — sterilizovat’ v
autoklave

e 5 9% sodna sol’ N-lauroylsarkozinu

e chloroform : izoamylalkohol (24 : 1)

e TE roztok (pH 8,0)

Priprava rOZEOKOV: .........cocoiiiiiii e

Pracovny postup:
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N

keramicky maziar zmrazime tekutym dusikom a pridame 0,5 g Cerstvého rastlinného pletiva
pletivo dobre a rychlo!!! rozdrvime na jemny prasok

ku vzorke pridame 300 pl roztoku 1 a 300 pl roztoku 2, vzorku rychlo zvortexujeme a ulozime
na l'ad

4. pridame 120 ul 5 % N-lauroyl sarkozinu sodného a znovu dobre premieSame, vzorku nechame
stat’ niekol’ko sek. pri laboratornej teplote

5. vzorku inkubujeme 15 — 20 min. pri teplote 65 °C vo vodnom kupeli, d’alej nechame
vychladntt’ pri laboratornej teplote 5 — 10 min. (v tomto kroku musi byt lyzat ¢iry, mierne
viskozny)

6. Klyzatu pridiame 700 pl roztoku chloroform: izoamylalkohol (24 : 1), vzorku pretrepeme
a scentrifugujeme pri 13000 rpm, teplote 4 °C pocas 10 min.

7. vodnu fazu prenesieme do novej mikroskumavky (ak nie je vodnd faza cira, opakovane
pridame 700 u chloroform: izoamylalkohol (24 : 1), pretrepeme a opit’ scentrifugujeme)

8. DNA vyzrazame pridanim 800 pl precipitaénej zmesi, jemne poprevraciame a eSte nechame
zrazat’ 15 min. pri -20 °C

9. vzorku scentrifugujeme pri 14 000 rpm pocas 10 min. pri teplote 4 °C

10. kvapalnu zmes odsajeme a ku vyzrazanej DNA pridame 1 ml 70 % etanolu

11. vzorku dokladne premiesame (aby DNA bola obmytd etanolom zo vSetkych stran), kratko
scentrifugujeme pri 10 000 rpm pocas 3 min. pri teplote 4 °C a etanol odpipetujeme

12. premyvanie opakujeme 2-krat, po premyvani etanol dobre odpipetujeme a vzorku DNA dédme
vysusime pri teplote max. 60 °C

13. precistenu DNA rozpustime v 100 pl TE roztoku mieSanim pomocou vortexu

14. takto ziskame 100 pul DNA, ktort uchovavame dlhodobo pri v -20 °C

POZNAMKY: ....oooiiiii

Uloha: Izolicia genémovej DNA  Z oo,

minikoléonovou extrakénou metédou pomocou komercnej supravy
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Izolacia plazmidovej DNA

Plazmidy st malé, kruhové, dvojvlaknové, samoreplikujice sa DNA molekuly, ktoré sa prirodzene
vyskytuji v mnohych prokaryotickych a eukaryotickych organizmoch ako baktérie, huby, sinice
atd’. Ich velkost’ sa pohybuje od 1 kb do viac ako 300 kb. Existujt tri formy plazmidov: linearne,
nadzavitnicové a uzavreté.

Metéda alkalickej lyzy na izolaciu plazmidovej DNA vyuziva fyzikdlne rozdiel medzi linearnou,
uzavretou a nadzavitnicovou plazmidovou DNA a gDNA. Pri tejto metode sa bakterialne bunky,
ako st bunky E. coli najskor resuspenzuju, nasledne lyzuju s pouzitim NaOH a detergentu SDS
(Obrazok 18 — faza 1). Tieto ¢inidla oslabuju bakterialnu bunkova stenu a tieZ inaktivuju enzymy,
ktoré Stiepia DNA. Bakteridlne proteiny su po aplikacii SDS denaturované, ¢o pomaha rozrusit
bunkovii stenu uvolnenim hyperlytickej osmézy na molekuly DNA (chromozomélna a
plazmidova), proteiny a d’alsi obsah. Po pridani hydroxidu sodného a zvysSeni pH, chromozomalne a
plazmidové molekuly DNA podliehaju denaturacii. So zniZenim pH roztoku vo faze neutralizacie
(Obrazok 18 — faza 2) pomocou roztoku octanu draselného (KAC) sa plazmidova DNA renaturuje
rychlejSie ako gendmovad DNA, pretoze ma mali velkost’ a je v nadzéavitnicovej konformécii.
Chromozomalna DNA a bakteridlne proteiny sa vyzrazaji a po odstredeni sa odstrania. Plazmidova
DNA sa vyzraza izopropanolom/etanolom a nasledne sa ostatné kontaminanty soli odstrania
pouzitim 70 % etanolu.
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Obrazok 18 Schéma a princip izolacie plazmidovej DNA.
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Minikolonova metéda na izolaciu plazmidovej DNA je efektivna metoda pre ziskanie vel'kého
mnozstva (az 20 ug) plazmidovej DNA s vysokou ¢istotou. Tato technika je rychla (menej ako 2
hod.), vyvinuta tak aby proces prebehol v niekolkych centrifugaénych krokoch v mikrokolénach
s vyuzitim dodanych roztokov, bez pouzitia akychkol'vek organickych rozpustadiel alebo chloridu
cézneho.

Linearizacia a precistenie plazmidovej DNA

Pri kvasinkach ako napr. P. pastoris sa na elektroporaciu DNA (plazmidovej DNA) do buniek
pouziva linearizovany plazmid, ktory si pripravime nasledovne. Plamidovi DNA (5 — 10 pg)
postiepime pomocou 10 U restrikénej endonukleazy BInl v reakénom objeme 50 pl. Stiepenie
prebieha 3 hod. pri 37 °C v termostate. Takto posStiepenti plazmidova DNA precistime od
kontaminujuicich zloziek pomocou komer¢nej sady na preCistovanie z gélu alebo PCR.
Postupujeme vzdy podla inStrukcii vyrobcu ale, namiesto elu¢ného roztoku (EB) pouzijeme
deionizovanu vodu s nizkou vodivostou (5,6 nS/m). Takto pripravenu linearizovanu a precistent
plazmidova DNA pouzijeme na elektroporaciu buniek.

Uloha: Izolicia plazmidovej DNA (...ccceeevrennen ) z bakterialnej kultury E. coli

alkalickou metodou

J\Y B1 7<) 11 LT

Chemikalie:

e resuspenzacny roztok (roztok 1):
5 ml IM roztoku glukoézy (zabezpeci izotonické prostredie)
2 ml 0,5 M roztoku EDTA (udrZiava stabilné pH)
2,5 ml 1M roztoku Tris-HCI (chelatacia = vychytavanie ionov kovov (Mg?* iény), inaktivuje
DNazy a zabranuje ich degradacii
doplnime do 100 ml destilovanou sterilnou vodou a prenesieme do vopred vysterilizovanej
fl'ase, uchovavat’ v chladnicke!

o alkalicky lyzacny roztok (roztok 2): vzdy zarobit Cerstvy tesne pred pouzitim!!!
1) najskor si pripravime zvlast 2M roztok NaOH (zabezpecuje alkalické prostredie pre 1yzu
a denaturaciiu DNA; 1 g NaOH do 12,5 ml H,0) a zvlast' 10 % roztok SDS (pomaha lyzovat
bunky; 1 g SDS do 10 ml H,0)
2) nasledne v sterilnej centrifugacnej skimavne (15 ml) zmieSame 8 ml H,O (sterilnd), 1 ml
2M NaOH a 1 ml 10 % SDS

e neutralizatny roztok (roztok 3):
29,4 g KAc (octanu draselného, CH3COOK; poskytuje K* iony, ktoré sa viazu na fosfatovi
skupinu na DNA aredukuji odpudivi negativnu silu medzi dvoma DNA vldknami, ¢im
pomaha l'ahkej renaturacii vlakien)
a 4,5 ml kyseliny mravéej (HCOOH; znizuje pH, ¢o je ddlezité pre zacatie renaturacie DNA);
doplnime do 100 ml redestilovanou sterilnou vodou a prenesieme do vyautoklavovanej fTase,
uchovavat’ v chladnicke!
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izopropanol

70 % etanol

TE roztok (Tris-EDTA):

1 mM EDTA (chelatuje iony kovov a pomaha chranit DNA pred nukleazami)

10 mM Tris-HCI (pH 8,0; udrziava pH a zabezpecuje dlhodobu stabilitu DNA pri jej uskladneni
pri teplote -20 °C)

Pracovny postup:

1.
2.

3.
4.

5.

6.

7.
8.

9.

do mikroskimavky napipetujeme 1,5 ml no¢nej bakterialnej kultary E. coli

vzorku scentrifugujeme pri 5000 rpm pocas 5 min. pri laboratornej teplote a supernatant
zlejeme (3x opakujeme)

pridame 200 ul resuspenzac¢ného roztoku, dobre zvortexujeme a dime chladit’ na 5 min. na I'ad
pridame 400 ul alkalického lyza¢ného roztoku a premiesame (roztok sa musi vycirit)
a mikroskimavky znova ulozime na 5 min. na I'ad

pridame 400 pl neutralizacného roztoku, vzorku premieSame prevracanim, potom
scentrifugujeme pri 12000 rpm po dobu 10 min. pri teplote 4 °C,

odoberieme 900 pl supernatantu do novej mikroskiimavky, priddme 600 pl izopropanolu,
zvortexujeme a nechame stat’ 10 min. pri laboratornej teplote

vzorku centrifugujeme pri 12000 rpm pocas 10 min. pri laboratornej teplote

supernatant zlejeme a vzorku premyjeme pridanim 200 pul 70 % etanolu, kratko zvortexujeme,
nechame chvil'u odstat’ a centrifugujeme pri 10000 rpm pocas 5 min. pri laboratornej teplote
etanol odsajeme a vysusime pri 60 °C asi 5 — 10 min. (pelet sa musi odlepit’ z dna skiimavky)

10. vzorku plazmidovej DNA rozpustime pridanim 40 pl TE timivého roztoku

POZNAMKY: ....oooiiii

Uloha: Izolacia plazmidovej DNA (...coceernenee. ) z bakteridlnej kultiry E. coli

POMOCOU KOMEICNEJ SUPTAVY .ouveeicrsranressssansessssssesssssssssssssassssasssssssasssssssssssssnsssssssssssssss

J\Y 21 <) 1
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Pracovny postup:
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Izolacia RNA

Metoda extrakcie RNA (celkovej RNA) je velmi kritickym bodom v rdmci molekularno-
biologickych analyz. Vysoka kvalita a Cistota RNA predstavuje vychodiskovy bod pre ziskanie
relevantnych vysledkov ziskanych molekularnymi technikami ako je kvantifikdcia expresie
zaujmového génu pomocou Real-Time PCR, analyza RNA profilu mikro¢ipmi, sekvenovanie
(NGS, angl. Next Generation Sequencing), Northern analyzy a iné.

Klasicka izolacia RNA prebieha vécSinou v pritomnosti inhibitorov ribonukleaz (RNaz), ¢o st
bunkové enzymy degradujice RNA. K inhibitorom RNdaz patria silné denaturanty (guanidinové
soli, dodecylsufat sodny (SDS), chemikalie obsahujuce fenol a pod.), ktoré vo vzorke znizuju riziko
RNA degradacie.

RNA je mozné jednoducho a spol’ahlivo izolovat’ pomocou:

Organickej extrakénej metédy, ktora predstavuje tzv. zlaty Standard izolacie RNA. Vzorka sa
najskor homogenizuje v roztoku s obsahom fenolu (komer¢né roztoky s obsahom fenolu, ktoré je
mozné si zakupit’ alebo su sucast'ou komerénych extrakénych suprav s TRIzol®, RNAzol®, RT).
Pocas centrifugacie dochadza vo vzorke k separacii troch vrstiev: spodnej organickej fazy, strednej
fazy obsahujtcej denaturované proteiny a gendmovia DNA a vrchnej vodnej fazy s obsahom RNA.
Po odobrati vrchnej fazy sa RNA z nej precipituje alkoholom a nasledne rehydratuje v TE roztoku
a uskladni v alikvotoch (-80 °C).

Minikolonovej metédy, ktora je vlastne filtratna metdda zaloZzena na niekolkych krokoch
centrifugacie vzorky v $pecifickych roztokoch. Vzorka je lyzovana v lyzatnom roztoku s obsahom
inhibitorov RNaz, nukleové kyseliny sa pocas centrifugacie (ked’ lyzat prechadza membranou)
zachytavaji na membranu kolony. Membrana s naviazanymi molekulami RNA je opakovane
premyvana etanolovym roztokom a ¢istd RNA sa ziska po uvol'neni molekll RNA z membrany do
elu¢ného roztoku.

Izolécia kvalitne) RNA z rastlinnych pletiv je pomerne narocnéa uloha, kedZze RNA je bohat4 na
sekundarne metabolity, ako st fenolové zliceniny a polysacharidy, ktoré sa spolu precipituju s
nukleovymi kyselinami. Tieto fenolové zluceniny vedu k oxidécii a degradacii RNA, takze nie su
vhodné na uskutocnenie d’alSich experimentov. Pri tejto technike sa RNA izoluje z listov rastlin. Tu
sa do extrakéného roztoku pridava polyvinylpyrolidon (PVP), aby sa mohol viazat’ na zluceniny
fenolu, ktoré sa neskor eliminuju zraZanim etanolom.

Uloha: Izolicia celkovej RNA zrastlinného pletiva s vysokym obsahom

fenolovych zlucéenin a polysacharidov

J\Y 21 <) 1

Chemikalie:
e tekuty dusik
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extrak¢ény roztok (0,25 M NaCl; 0,05 M Tris-HCI (pH 7,5))
20 mM EDTA

1% SDS

4 % polyvinylpyrolidon (PVP)

chloroform : izoamylalkohol (24 : 1)
chloroform : izoamylalkohol (1 : 1)

3 M acetat sodny (NaAc) (pH 5,2)

chladeny 70 % etanol

chladeny 96 % etanol

voda osetrena dietylpyrokarbonatom (DEPC)
10 M LiCl

Pracovny postup:

1. 1 g mrazenej vzorky rastlinnych listov rozomelieme na jemny prasok v trecej miske za
pritomnosti tekutého dusika

2. chladeny prasok zrastlinného materialu prenesieme do skumavky s vopred pripravenou
zmesou (7,5 ml extrakéného roztoku a 7,5 ml chloroform : izoamylalkohol)

3. zmes intenzivne vortexujeme pocas 2 min. pri laboratornej teplote

4. supernatant prenesieme do novej skiimavky a pridame 1/10 objemu 3M acetatu sodného (pH
5,2) a 2,5 objemu 96 % etanolu, vzorku dobre premiesame a inkubujeme 30 min. pri 4 °C

5. vzorku centrifugujeme pri 12857 x g poc¢as 20 min. pri teplote 4 °C

6. pelet premyjeme 70 % etanolom, zvysky etanolu vysusime a v 200 ul DEPC-vody rozpustime
oCisteny pelet

7. supernatant prenesiem do novej 1,5 ml skumavky apridame 10 M LiCl do konecnej
koncentracie 2 M a vzorku nechame inkubovat’ 1 hod. na ade

8. vzorku centrifugujeme pri 18514 x g po dobu 20 min. a pri teplote 4 °C

9. supernatant odstranime a pelet ocistime 70 % etanolom, zvy$ky etanolu odparime a pelet
rozpustime v 20 ul DEPC-vody.

10. vzorku centrifugujeme pri 18514 x g poc¢as 10 min. pri teplote 4 °C

11. 0,1 objemu acetatu sodného (pH 5,2) a2,5 objemu chladeného ¢istého etanolu pridame do
vzorky, dobre premieSame a vzorku RNA uchovavame v alikvotach pri -80 °C

POZNAMKY: ..o

Uloha: Izolacia celkovej RNA Z ..occooevveevieieniea, pomocou komercnej

L

IMLAEIHAL: ...ttt n e nre s

POMOCKY: ...ttt b et nr e nr e

PriSTIOJ@:. ... oo e
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POZNAMKY: ..ottt R bR b e b e e br e e e br e anes

Otazky:

o No ok

Z akych krokov pozostava proces extrakcie genomovej DNA?

Aké chemikalie alebo roztoky su vhodné na vyzrazanie nukleovych kyselin?

V ¢om spociva rozdiel na zaciatku extrakcie nukleovych kyselin z rastlinného pletiva
a zivocisneho tkaniva?

Aku ulohu zohravaju deproteinizacné cinidld v extrakénom roztoku pri izolacii DNA?
Aky vyznam ma pritomnost EDTA v extrak¢nom roztoku?

Z akého dovodu je dolezité rozpustat’ a uchovavat DNA v slabo zasaditom prostredi?
Aké vyhody ma pouzitie minikolonovej extrakcie nukleovych kyselin?

V akych dalsich analyzach je mozné pouZzit izolovanu celkovit RNA?
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9.Syntéza komplementarnej DNA

Reverzna transkripcia je technika pouzivand na vytvorenie komplementdrneho retazca DNA
(cDNA) z RNA. Technologia je zalozena na retrovirusovom mechanizme, pomocou ktorého dokaze
enzym reverzna transkriptdza reverzne (spdtne) prepisovat RNA do molekuly DNA. Reverzné
transkriptazy pouzivané v molekularnej bioldgii su rekombinantné RNA-zavislé DNA polymerazy,
ktoré katalyzuju premenu (konverziu) RNA na DNA v reakcii syntézy prvého vldkna cDNA.
Syntéza prvého vldkna cDNA vyuziva bud’ oligo (dT), ndhodné primery alebo kombinéaciu oboch
na spustenie reakcie reverznej transkripcie. Pridanie oligo (dT) do reakcie iniciuje syntézu
prednostne na 3' konci fragmentu RNA. Ak fragment RNA obsahuje znacné mnozstvo sekundarnej
Struktary, reakcia moze byt predcasne ukoncena, ¢o vedie k menSiemu poctu transkriptov plne;j
dizky a nedostatoénému zastipeniu 5'-konca fragmentu.

Néhodné primery su oligonukleotidové sekvencie Siestich alebo viacerych baz. Kazdy néhodny
primer ma iné usporiadanie baz, ¢o mu dava potencial hybridizacie v mnohych nahodnych bodoch
na transkripte RNA, &im sa zabezpedi uplné pokrytie transkriptu. Zmenou dizky primeru namiesto
pouzitia iba hexamérov sa mozno vyhnut’ tendencii vytvarat’ kratSie fragmenty cDNA a odchylke
od 3- do 5-konca. Potencialnou nevyhodou nahodnych primerov je to, ze mozu viest k
nadhodnoteniu poc¢tu kopii v Standardnej qPCR.

Kombinacia nahodnych primerov aoligo (dT) prekonava nevyhody predoslych mechanizmov
syntézy cDNA, pretoze vyuziva naviazanie primerov z 3'-konca na transkripty cDNA s vaésou
dizkou a ndhodné naviazanie na uplné pokrytie RNA bez skreslenia v smere 3'- do 5'- konca.

Vyber vhodnej metddy a stpravy na syntézu cDNA zavisi od jej d’alSieho vyuzitia. Celkova RNA
sa rutinne pouziva pre syntézu cDNA ajej naslednu aplikdciu v RT-PCR alebo RT-gPCR
analyzach, zatial' ¢o Specifické typy RNA (mRNA a miRNA) moézu byt pouzité aj pre konstrukciu
cDNA kniznic alebo profilovanie miRNA. Vyber enzymu ovplyviiuje rychlost’ syntézy a presnost’
reakcie.

V stcasnosti je na trhu dostupnych niekol’ko stprav, ktoré obsahuju reverznu transkriptazu vhodnu
pre jednokrokové a dvojkrokové procesy reverznej transkripcie RNA do ¢cDNA spolu s ostatnymi
komponentami pre reakciu (Obrazok 19).

Reverzna
transkriptaza

™ RNA

TImivy roztok
avoda

T Oligo (dT) /

Lo Primery

[\ojcI T

Obrazok 19 Reakéné zlozky pre proces reverzného prepisu RNA do komplementarnej DNA.
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Standardny reakény proces reverznej transkripcie RNA do cDNA je zloZeny z nasledovnych faz:

1.

denaturdcia RNA: RNA je pri teplote 65 °C denaturovand z dovodu odstranenia zvyskov
genomovej] DNA a sekundarnych Struktur, ktoré sa moézu formovat vzhl'adom
k jednoretazcovej strukture RNA,;

syntéza prvého retazca cDNA: syntéza prebieha podla templatu RNA za pomoci reverznej
transkriptazy. K iniciacii syntézy st pouzité zvolené priméry (oligo dT, ndhodné, hexaméry
a pod.) a syntéza je zabezpecena dodanim dNTP v reak¢énej zmesi. Vysledkom reakcie je DNA-
RNA molekulovy komplex;

odstranenie retazca RNA z komplexu DNA-RNA: pre odstranenie molekuly RNA po vytvoreni
jednovlaknovej cDNA pouziva RNaza H.

Uloha: Syntéza cDNA Z celkovej RNA  pomocou komer¢nej

SUPTAVY ceeerrraeeeecsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssssssssnsssesessssnsssenes
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1. Z akych krokov pozostdva proces prepisu RNA do cDNA?

2. Aké komponenty sa pouzivaju pre syntézu prvého vidkna cDNA?

3. Aky enzym zohrava dolezitu ulohu v procese syntézy cDNA z RNA?

4. Aky enzym je potrebny pre odstranenie molekuly RNA po vytvoreni jednovlaknovej cDNA ?
5. Preco su v reakcii syntézy cDNA dolezité primery?

6. Aké su moznosti dalsieho experimentalneho vyuzitia ziskanej cDNA?
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10. Stanovenie koncentracie a Cistoty nukleovych
Kyselin

Stanovenie kvantity (koncentracie) a kvality (Cistoty) izolovanych nukleovych kyselin (DNA, cDNA,
RNA) je dolezitym krokom pred vstupom do d’alSich analyz (PCR, sekvenovanie, ainé), kde je
potrebné vychadzat’ z presného mnozstva templatu.

Okrem spektrofotometrického stanovenia koncentracie nukleovych kyselin v kyvetach (Obrazok 20)
alebo na platnicke, je mozné nukleové kyselina kvantitativne a kvalitativne zmerat pomocou UV
fluorescenéného zariadenia za pritomnosti fluorescencnej farbicky pridanej do vzorky (Obrazok 21).
V sG¢asnosti sa pouzivaji mikroobjemové spektrofotometre/fluorometre, ktorych pouzitie
minimalizuje objem detegovanej vzorky (vyzaduje iba 1ul vzorky).

Obrazok 20 Spektroforometer (Genesys 10UV) na meranie absorbancie nukleovych kyselin v kyvete (vl'avo), typy
kyvety s r6znymi objemami (vpravo).

Obrazok 21 Proces merania koncentracie dsDNA pomocou fluorometera (Quantus™, Promega).

Na vyhodnotenie koncentracie nukleovych kyselin sa vyuziva spektrofotometrické meranie
absorbancie pri vinovej dizke 260 nm, ked’?e purinové a pyrimidinové bazy absorbujii UV svetlo
s maximélnou vlnovou dizkou 260 nm. MnoZstvo absorbovaného svetla je priamo imerné koncentracii
nukleovych kyselin vo vzorke. Vypocet koncentracie nukleovych kyselin zavisi od toho, ¢i sa jedna
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0 vzorku jednovlaknoviit DNA (ssSDNA akou je cDNA), dvojvlaknovi DNA (ds DNA akou je gDNA)
alebo RNA (Tabulka 11).

Tabul’ka 11 Prepocet koncentracie nukleovych kyselin.

Vzorka nukleovej kyseliny Koncentracia [pg/ml]
sSDNA A260 /0,027

dsDNA A260/0,02

RNA A260/0,025

V pripade ak absorbancia vzorky dsDNA je 1, na zaklade vypocétu (A260 / 0,02) pre tuto vzorku
vyplyva vypocet 1 /0,02 = 50 pg/ml (koncentracia DNA vo vzorke).

Cistota, resp. odhalenie pritomnosti kontaminantov vo vzorke nukleovych kyselin sa uréuje na
zaklade absorbanénych pomerov pri 260 a 280 nm (nakolko proteiny absorbuji UV svetlo pri
vlnovej dizke 280 nm). Cista DNA ma pomer absorbancii pri OD260 / OD280 priblizne 1,8 a ista
RNA okolo 2. Nakolko vzorky nukleovych kyselin nemusia byt striktne kontaminované len
proteinmi (absorbancia nizsia ako 1,8), ale aj zvySkami fenolu, chloroformu po izolacii nukleovych
kyselin (absorbancia vysSia ako 2,0). Ostatné kontaminanty vo vzorke je mozné odhalit
spektrofotometrickym meranim pri vinovej dizke 230 a 330 nm.

Uloha: Stanovenie mnoZstva a Eistoty izolovanej VZorky .........ccocoeeeevveoeevoeoeneennns

I .Y <) g 21 TR

Pracovny postup I.:

1. v kyvete pomocou spektrofotometra pri vlnovej dizke 260 nm a 280 nm zmeriame najskor
absorbanciu 3 ml roztoku (elu¢ny roztok, v ktorom bola DNA/RNA rozpustena v poslednom
kroku izola¢ného procesu) = blank (slepa vzorka)

2. zmieSame 50 pl vzorky DNA s 2950 ml elu¢ného roztoku a dobre premieSame a zmeriame
absorbanciu pri vinovych dizkach 260 a 280 nm

3. zaznamename si hodnoty OD260 a OD280 na spektrofotometri

4. vypocitame mnozstvo DNA pomocou nasledujuceho vzorca

DNA koncentracia = ODs0 x 60 (zried’ovaci faktor — uvedeny vysSie) x 50  ( mg/ml)
1000

5. vypocitame pomer OD260 / OD280
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Pracovny postup II.:

1.

o

pripravime si vopred 1x TE tlmivy roztok zriedenim 20X TE roztoku (20-krat riedit’ sterilnou
vodou bez nukleaz) a pracovny roztok zrieenim farbiva QuantiFluor® dsDNA v pomere 1 : 400
s 1x TE zasobnym roztok

slepu vzorku (blank) si pripravime zmieSanim 2 pl timivého roztoku 1X TE s 200 pl pracovného
roztoku QuantiFluor® dsDNA Dye v 0,5 ml mikroskimavke, zmes dokladne zvortexujeme
(mikroskiimavku obalime hlinikovou féliou, aby sme farbivo chranili pred svetlom)

pripravime si Standard zmieSanim 2 pl dodaného Standardu DNA (100 ng/ul) s 200 pl
pracovného roztoku QuaantiFluor® dsDNA Dye v 0,5 ml mikroskumavke

vzorky pre stanovenie kvantity dsDNA pripravime zmieSanim 1 — 20 ul dsDNA vzorky s 200
ul pracovného roztoku QuantiFluor® dsDNA Dye v 0,5 ml mikro skimavke. Vzorku dobre
premiesame pomocou vortexe a chranime pred svetlom

pripravené vzorky inkubujeme pri izbovej teplote pocas 5 min.

ak je potrebné, nakalibrujeme fluorometer Quantus™ od¢itanim slepej vzorky a Standardnych
vzoriek

vlozime mikroskiimavku so vzorkou meranej dsDNA do fluorometra a zadame objem nezname;j
vzorky (1 — 20 pl pouzitych v kroku 4) a pozadované koncentra¢né jednotky

zmeriame fluorescenciu neznamej vzorky a zaznamename vysledky koneénej koncentracie
vzorky

* pri merani koncentracie ssDNA, resp. RNA postupujeme technicky rovnako ako je uvedené
V pracovhom postupe vyssie, s tym rozdielom, Ze pre stanovenie kvantity ssDNA si pripravime
roztoky a vzorky podrla instrukcii pouzitej komerénej stipravy QuantiFluor® ssDNA System, resp.
QuantiFluor® RNA System.

POZNAMKY: ..o

Otazky:

1. Preco je dolezité mat vedomost o koncentrdcii a Cistote izolovanych nukleovych kyselin?

2. Pri akej vinovej dizke sa pomocou spektrofotometra vyhodnocuje kvalita nukleovych kyselin?

3. Preco je potrebné pri stanovovani koncentracie nukleovych kyselin zmerat’ najskor tzv. slepu
vzorku?

4. Aky je rozdiel pri stanovovani mnozstva nukleovych kyselin pomocou bezného spektrofotometra

a fluorometra?
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11. Polymerazova ret’azova reakcia

Ked’ze gény su prili§ malé a nie su viditeIné volnym okom, bolo potrebné¢ vyvinut vhodni
detekénu metodu, aby bolo mozné vidiet tieto drobné fragmenty DNA. NajcastejSie pouzivanou
metodou na detekciu génov je metoda polymerazovej retazovej reakcie (PCR, angl. Polymerase
Chain Reaction). Princip metdody amplifikacie fragmentov DNA polymerazovou retazovou
reakciou navrhol v roku 1983 biochemik Kary Mullis, za ¢o neskor ziskal Nobelovu cenu. V roku
1989 bola metodika odbornou verejnostou prehlasena za najvyznamnejs$i vedecky objav roka
a enzym Taq DNA polymerazy za "molekulu roka."

Metoda PCR sa vyznacuje vysokou Specifickost’'ou, citlivostou a robustnostou. V sucasnej dobe je
preto Standardne pouzivand v molekularnej biologii, genetike, mikrobiologii, fyzioldgii, medicine,
ako aj mnohych inych oblastiach biologického vyskumu. Aplikacie PCR st v mnohych pripadoch
rychlejSou a lacnejSou nahradou klasickych molekularno-biologickych metod akymi s klonovanie
a Northernova hybridizacia.

Princip PCR

PCR je biochemické reakcia umoznujliica vel'mi efektivne namnozenie Specifickych usekov DNA
ohrani¢enych dvomi oligonukleotidovymi primermi v podmienkach in vitro. Tato metoda
napodobiiuje replikacny systém, ktory existuje v kazdej bunke arealizuje sa pred bunkovym
delenim (v ¢ase zdvojenia genetického materialu), pricom vyuziva vlastnosti DNA polymerazy, a to
schopnost’ syntetizovat’ komplementarne vlakno podla jednovlaknového templatu a potrebu
pritomnosti paru primerov na inicializaciu procesu polymerizacie nového vlakna DNA. PCR preto
zéavisi od rovnovahy vsetkych komponentov (koncentracia a objem) pridanych do reakcie (Obrazok
22). Reak¢éné zlozky sa mieSaji v reakénom tlmivom roztoku, ktory zabezpecuje optimalne
prostredie pre pridavané molekuly. V procese polymerazovej ret'azovej reakcie st vychodiskovymi
molekulami priméry, zmes nukleotidov a enzym na syntézu polynukleotidu komplementarneho k
templatovej DNA. Enzym pouzity v PCR je DNA polymeraza, ktora dokaze syntetizovat’ novy
retazec DNA v pritomnosti i6nov hor¢ika.

Reakéné zlozky PCR

Templatova DNA

Ako templat je mozné pouZit’ neporusenu dvojvlaknoviit DNA (dsDNA) alebo jednovldknovii DNA
(SSDNA), ktora neobsahuje inhibitory DNA polymerazy (detergenty, organické rozpustadla,
proteazy, nukleazy, nadbytok RNA, a pod.). PCR je robustnd metoda, a preto je mozné pouzivat’
ako templat nielen purifikovanii DNA, ale aj menej precistené preparaty.

Mnozstvo templatovej DNA potrebnej pre amplifikaciu sa pohybuje od ng — pg mnozstva. Cistota
DNA zvySuje Specifitu reakcie, avSsak PCR nevyzaduje absolutne c¢istt DNA, ¢o predstavuje
vyhodu najmé v klinickej diagnostike, kriminalistike, ¢i pri detekcii historickej DNA. Rovnako je
tiez mozné ako templat pouzit priamo suspenziu bakteridlnych buniek pripravent z bakteridlnej
kolonie bez priamej izolacie DNA.

Nukleotidy

Nukleotidy, tiez nazyvané dNTP (deoxynukleotidtrifosfaty), bazy alebo bazy DNA, su jednotlivé
jednotky adeninu, tyminu, cytozinu a guaninu. V PCR reakcii sluzia ako ,stavebné bloky*
Vv procese syntézy nového vldkna DNA. Optimalna koncentracia nukleotidov sa pohybuje v
rozmedzi 50 — 200 puM/l, priCom ich nadbytok v rekcénej zmesi vedie k vysSej miere chybne
zaradenych nukleotidov. AvSak 50 % dNTP v reakcii zostdva nezaradenych aj po 50
amplifikacnych cykloch.
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Primery

Priamy (angl. Forward) a spatny (angl. Reverse) primer je synteticky jednovlaknovy oligonukleotid
s dizkou 17 — 30 béaz. Ich tilohou je napojit’ sa (hybridizovat)) na $pecifické miesto templatového
vlakna DNA na zaklade komplementarity baz. Svojou polohou po hybridizacii vymedzuja
pozadovany usek na molekule DNA, ktory chceme cielene amplifikovat’. Prvy primer sa viaze na
jedno vlakno DNA, druhy sa viaZe na druhé komplementarne vlakno denaturovanej DNA. V PCR
sa najCastejSie pouzivaji rovnaké koncentracie oboch primerov v rozsahu 0,1 — 2 umol/l
(v zavislosti od podmienok, ktoré vyhovuja DNA polymeraze).

DNA polymeraza

Je to enzym, ktory katalyzuje syntézu druhého vldkna DNA v smere 5'-3' vyuzitim molekal dANTP
(deoxynukleotidtrifosfaty). Pre svoju tlohu potrebuje templat a primery. DNA polymeraza 1
(holoenzym) izolovana z buniek E. coli ma 5'-3' polymeriza¢nu aktivitu a okrem toho obsahuje 5'-3'
a 3'-5' exonukledzovli a RNé4za H aktivitu. Pouziva sa na znacenie DNA metddou nick-translacie.

V sucasnosti sa pouziva Taq DNA polymeraza (izolovana z baktérie Thermus aquaticus (Taq),
ktora Zije v hortcich pramenoch Yellowstonského narodného parku). Je to termostabilny enzym,
ktory dokaze syntetizovat’ nové vlakno DNA. Aktiva¢na teplota tohto enzymu je medzi 70 az 80 °C
a Vv case polymerizacie nového vldkna sa Taq polymeraza aktivuje pri teplote 72 °C. Tag DNA
polymeraza ma 5'-3' polymerizaéni a 5'-3' exonukleazova aktivitu, nema vsak 3'-5' opravni
exonukleazovu aktivitu (angl. proof reading), ¢o vedie k chybam pri polymerizacii, pricom
najéastejSie ide o jednobazové substitiucie. VzhI'adom na tepelnt odolnost’ sa pouziva v PCR a pri
sekvenovani. Optimalna koncentracia na 100 pl reakénej zmesi sa pohybuje medzi 1 — 2,5 U
(Jednotiek, angl. Units). Prili§ vysoka koncentracia enzymu vedie k akumulacii neSpecifickych
produktov, naopak pri nizkej koncentréacii neziskame dostatocné mnozstvo pozadovaného produktu.
Okrem Taq DNA polymerazy sa v PCR pouZzivaju aj iné termostabilné polymerazy, ktoré sa liSia
najmi pritomnostou 5'-3' a 3'-5' exonukledzovej aktivity, schopnostou reverznej transkripcie a
tvorbou tupych alebo 3'-pre¢nievajicich koncov obsahujucich jeden adenozinovy nukleotid.

Reakény tlmivy roztok 5

Reakény roztok je potrebny pre Upravu a stabilizaciu optimalnej hodnoty pH v reakcii. Standardne
obsahuje KCI a Tris-HCI a jeho optimalne pH je mierne zasadité pre zabezpecenie integrity DNA
(pH 8,0).

I6ny horéika (Mg®")

Hore&naté idny su kofaktorom DNA polymerazy a zabezpeduji jej aktivaciu. Koncentracia Mg?*
ovplyviiyje niektoré parametre PCR, so zvySovanim koncentracie Mg2+ sa zvySuje vytazok PCR a
zéaroven sa znizuje Specificita reakcie. Pri optimalizacii podmienok PCR je nutné brat’ do tivahy
skuto¢nost’, Ze mnohé zlozky reakcie viaZzu hore¢naté iony (DNA, dNTP, EDTA pritomné v
niektorych roztokoch, proteiny). Koncentracia MgCl, Vv reakénej zmesi Sa pohybuje v rozmedzi 1,5
— 5 mM/I1, najCastejSie pouzivana koncentracia je 1,5 mM/I.

DNA Nukleotidy Primery Polymeraza TImivy roztok

Obrazok 22 Délezité komponenty pre spravny priebeh PCR.

Z praktického hl'adiska sa dnes pouziva komer¢ne dostupny Mastermix. Je to roztok, v ktorom su
pritomné vsetky komponenty (Taq DNA polymeraza, tlmivy roztok, MgCl, a vsetky
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deoxyribonukleotidy trifosfaty) v optimalnej koncentracii pre priebeh PCR reakcie. Osobitne sa do
reakénej zmesi pridaji primery a templatovd DNA, pripadne PCR voda pre doplnenie finalneho
objemu PCR reak¢nej zmesi. Vzhl'adom k tomu, ze Sa V laboratdriu bezne testuje viac vzoriek
naraz, v takomto pripade je vhodné vopred si pripravit’ tzv. premix (t.j. PCR reak¢na zmes pre viac
vzoriek pripravend v jednej skimavke, ktora sa nasledne rozpipetuje do skumaviek a az potom sa k
nim prida templat).

Reakéné kroky PCR

Amplifikacia DNA metoédou PCR prebieha cyklickym procesom, pricom kazdy cyklus pozostava
z troch zakladnych krokov (Obrazok 23):

1. Denaturacia: prvym krokom je tepelnd denaturacia templatovej DNA zohriatim reakénej zmesi
na teplotu 92 — 95 °C. V tomto kroku sa uvolfuje a rozdeluje dvojvlaknova molekula
templatovej DNA na 2 jednovlakna.

2. Hybridizacia primerov (angl. annealing): v druhom kroku sa znizi teplota na 50 — 60 °C, ¢o
umozni hybridizaciu (naviazanie) dvoch oligonukleotidovych primerov na komplementarne
useky jednovlaknovej DNA. Priamy aspdtny primer st orientované na protil'ahlé DNA
templatové vlakna. Specificka teplota hybridizacie sa lisi v zavislosti od poradia nukleotidov a
dizky primerov.

3. Polymerizacia (elongacia): Vv tejto poslednej, tzv. predlZzovacej faze sa teplota zvysi, aby sa
aktivovala DNA polymeraza, ktorej tulohou je syntetizovat druhé (nové) vlakno DNA
pripajanim nukleotidov (substratom st deoxynukleozid trifosfaty, dNTP) na 3'-koniec primerov.
Optimalna teplota pre DNA polymerazu v tomto kroku je 72 °C.

Polymerazova retazova reakcia - PCR

RN

L — 11T

\
/

< Y, [T}

7
s — [
N

Denaturacia Anelacia Elongacia

Obrazok 23 Cyklicky proces amplifikdcie DNA pomocou PCR.
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Tieto tri kroky sa cyklicky opakuju 20 — 40 krat. Pri kazdom cykle sa zdvojnasobi pocet molekul, to
znamena, ze ak bola na zaciatku reakcie jedna dvojvlaknova molekula DNA a pocet cyklov je n, tak
vysledny pocet kopi je je 2" ** (Obrazok 24).

Zvysujucim sa poctom cyklov stipa citlivost’, zaroven sa vSak zvysuje riziko faloSne pozitivnych
vysledkov, spésobenych kontaminéaciou vzorky.

Mnozstvo PCR produktu v jednej reakcii moze dosiahnut’ hodnoty 0,2 — 1 ug DNA, ¢o postacuje na
analyzu standardnymi metédami molekularnej biologie ako je elektroforéza v agar6zovom géli.

21=2 képie 2%2=4 képie 23=8 kopii
Obrazok 24 Pocet vznikajucich kopii v priebehu PCR.

Teplotny rezim (Obrazok 25) sa pred zacatim PCR reakcie nastavi do automatického
programovatelného pristroja — termocyklér, ktory zabezpeci striedanie teplot v kratkych Casovych
usekoch. Nastavenie teplotného a ¢asového rezimu vychddza z odporti¢ani vyrobcu Taq DNA
polymerazy pouzitej v reakcii.

V hybridizatnom kroku sa pouZziva teplota zhruba o5 °C nizsia ako je T, (teplota topenia, ang.
Melting Temperature) primerov. ZniZenie teploty v tejto faze zvysi vytazok reakcie, ale moze viest’
aj k tvorbe nespecifickych produktov. Nastavenie ¢asového intervalu v tomto kroku zavisi od dizky
pouzitych primérov. Optimalna teplota pre polymerizaciu je 72 °C, doba polymerizacie je zavisla
od dizky o¢akavaného produktu (amplifikovany usek DNA), pouzivaju sa inkubacie priblizne 1
min. na kazdych 1000 bp produktu.

Vysoka citlivost PCR metédy moze viest’ aj k neziaducemu javu, a to vzniku kontaminacie, ked’ze
na amplifikdciu produktu staci pritomnost’ jedinej molekuly cudzej DNA. Riziko kontaminacie je
mozné eliminovat’ sterilizaciou priestorov UV svetlom alebo vyuzitim Specialnych DNA boxov pri
priprave PCR reakénej zmesi. Dalej je potrebné pracovat’ v jednorazovych sterilnych rukaviciach,
pouzivat' sterilny jednorazovy plastovy material (mikroskimavky, Spicky), PCR reagenty
uchovavat’ v alikvotnych objemoch (najlepSie na jedno pouzitie). Pri praci je nutné vyhybat’ sa
tvorbe aerosolov (skimavky pred otvorenim kratko centrifugovat)), pridavat DNA a polymerazu do
reakcie az na zaver a v experimente pouZzivat’ negativnu kontrolu (vzorka bez DNA), ktora slizi na
monitorovanie pripadnej kontaminécie.
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PCR cyklus
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Obrazok 25 Teplotny rezim PCR reakcie.
Aplikacie PCR

Medicinske aplikécie: genetické testovanie na pritomnost mutécii genetickych chordb, typizacia
tkaniva, Zivotne doleZita pre transplantaciu organov, detekcia onkogénov (mnohé formy rakoviny
zahfnajil zmeny v onkogénoch); atd’.

Aplikacie v oblasti infektologie: vcasna identifikacia virusu Tudskej imunodeficiencie (HIV),
tuberkulézy, Sirenia chorobného organizmu v populacii domdacich alebo volne Zijucich zvierat,
ktoré boli zodpovedné za epidémie, atd’.

Forenzné aplikacie: DNA profiling, DNA typing, DNA fingerprinting — jednozna¢né odlisenie
akejkol'vek osoby od celej populacie sveta; parentalne testovanie (testovanie pribuzenstva), atd’.

Vedecké aplikacie: priprava produktov pre d’alSiu analyzu sekvenovanim, restrikénym Stiepenim,
hybridizaciou. K dalsim vyuzitiam patri produkcia rekombinantnej DNA s cielom pripravit
rekombinantny protein, zistovanie rozdielov vo vnutornej sekvencii PCR produktov v odlisnych
vzorkach s cielom identifikovat muticie v alelach napr. pri genetickych ochoreniach, fylogénna
analyzy DNA, genetické mapovanie Studiou chromozomalnych kriZzeni po meidze, atd’.

Typy PCR

Multiplex PCR: vyuzivaju sa viaceré pary primerov v jednej reakcii s cielom identifikovat’ viac
cielovych DNA naraz.

RT-PCR: je typ PCR, ktora umoznuje amplifikovat DNA sekvencie z vychodiskovej RNA
sekvencie. Tejto PCR reakcii musi najskér predbiehat prepis RNA do jednovlaknovej
komplementarnej DNA (cDNA) metddou reverznej transkripcie s vyuzitim enzymu reverzna
transkriptaza. Na zéklade pouzitych primerov v tomto procese mézeme prepisat’ bud’ celkovua RNA
pomocou random hexamérov alebo len MRNA, kedy pouzijeme oligo (dT) primery.
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Kvantitativna PCR v realnom ¢ase (RT-qPCR, Real-Time quantitative PCR): vyuziva sa na
kvantitativne meranie amplifikovanej DNA znaCenej pomocou fluorescenénych farbiv alebo
naviazanim sondy, vd’aka ¢omu je mozné vidiet mnozstvo pribudajucej DNA reédlne v ¢ase. Okrem
kvantifikdcie sa pouziva aj na urCovanie genotypov. V RT-qPCR sa vyuzivaji na znacenie
fluorescencné chemikalie (farbiva viazuce sa na DNA alebo fluorescencne znacené proby), ktorych
emitovan fluorescenciu zaznamendva opticky systém pocas kazdého PCR cyklu, zaznamenana
fluorescencia je nasledne softvérovo spracovana a vyhodnotend. Farbiva (SYBR Green, Eva green
ain¢é), ktoré¢ sa viazu na molekuly DNA emituju fluorescenciu v pripade, ak si naviazané na
dvojvlaknovi DNA, zatial' ¢o proby fluoreskuju v pripade, ked” molekula ,,zhasaca* (Q, angl.
Quencher) sa nenachadza v blizkosti molekuly reportéra (R) (napr. hydrolyzujuce proby
fluoreskuji, ked’ je molekula reportéra (R) prostrednictvom 5 exonukledzovej aktivity DNA
polymerazy odstranena z blizkosti molekuly zhasac¢a (Q); Obrazok 26).

SYBER GREEN TagMAN

Denaturacia : Anelacia

Préba
Primer
Primer
Polymerizacia : Polymerizécia
Préba
Primer '
< Primer
-
Detekcia signalu :Zostrih
\ Prdba
Primer . AN
a Primer
<
: Detekcia signalu
N
Primer .
P>
— Primer

<

Obrazok 26 Princip vyuzitia Syber Green farbiva a TagMan proby pre detekciu kvantity PCR produktu.

Reakéné komponenty RT-qPCR su DNA polymeraza, dNTPs, primery (resp. primery/proby),
reakény roztok, dvojmocné 16ny horcika a templat DNA. Dnes st uz na trhu dostupné supravy, tzv.
kity vyuzivajuce TagMan préby alebo kity s fluorescencnymi farbami. Tieto kity obsahuji
komplexny mastermix, ku ktorému sa pridaji uz len primery a templat v pozadovanej koncentracii.
Reakény priebeh RT-qPCR je rovnaky ako u Standardnej PCR, ateda pozostava z cyklicky
opakujucich sa krokov denaturacie DNA, hybridizacie primerov a polymerizacie.

RT-qPCR analyzy prebieha v Specidlnom termalnom cykléri s fluorescenénym detektorom. Takyto
detektor dokaze odhalit’ aj najmensie mnozstvo vyzarovaného svetla (fluorescencia). Termocyklér
pre RT-qPCR je pripojeny k pocitacu s prisluSnym softvérom (Obrazok 27), ktory z detektora
konvertuje signaly do grafického znazornenia. Fluorescencia sa zvySuje umerne s mnozstvom
produktov PCR. Ak je vzorka negativna (bez templatu), ¢iara zostane rovna. Fluorescencny signal
je merany raz za cyklus.
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Obrazok 27 Real-Time PCR pristroj s prislichajucim poéitatom so softvérom (vl'avo) a ziskané amplifikaéné krivky.

Kvantitativna RT-PCR mdze byt dvojkrokova alebo jednokrokova (Obrazok 28). Pri dvojkrokovej
RT-qPCR treba pred cyklickou PCR reakciou najskor syntetizovat' cDNA vlakno z RNA pomocou
reverznej transkriptdzy a v druhom kroku bude prebiehat samotna PCR reakcia (amplifikacia
produktu a zaznamenavanie jeho prirastku v realnom case). Jednokrokova RT-qPCR umoziiuje
uskutoc¢nit’ obidve reakcie (reverznu transkripciu RNA do cDNA a amplifikaciu produktu) v jednej
skimavke, ¢o zjednodusuje cely proces a zaroven redukuje moznost’ kontaminacie.

Jednokrokova RT-gPCR

Reverzna
transkriptaza

RNA

TImivy roztok

PCR Master mix

Dvojkrokova RT-gPCR

Js——

s Primery

BT o

Obrazok 28 Rozdiel v procese 1-krokovej a 2-krokovej RT-qPCR.

&7 oNnA
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TImivy roztok
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o Primery
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Graficky priebeh Real-Time PCR znazornuje amplifikatna krivka (angl. amplification plot)
a pozostava zo 4 faz:

1. faza: dochéadza k zdvojnasobeniu mnozstva amplikénu po kazdom cykle, ale nérast fluorescencie
je pod detekénym limitom. Zaznamenavana fluorescencia (tzv. baseline) zodpoveda zakladnej
fluorescencii pozadia tzv. Sumu;

2. faza = exponencialna faza: fluorescencia sa zvysi na troven optickej detekcie. Bod, resp. cyklus,
kedy zacina exponencialna faza je kl'aiCovy na urCenie kvantity vstupného mnozstva templatove;j
DNA, nazyva sa prahovy cyklus, oznacuje sa Ct (angl. Treshold Cycle) alebo Cq (Quantification
Cycle). Cim niZsie je Ct (Cq), tym vicsi pocet kopii templatovej DNA bolo v reakcii. Ct hodnota je
teda hlavny udaj, s ktorym sa pracuje vo vypoctoch, fluorescencia v tomto mieste sa nazyva
prahova ( angl. treshold).

krivka, zatial' ¢o modra krivka dosahuje Ct 29,73. Tieto hodnoty zodpovedaja cyklu, v ktorom bola
prekroena prahovd hodnota fluorescencie a pouzijeme ich pri vypocte. Tmavomodra krivka
reprezentuje vzorku bez templatu, kde teda nie je zaznamenana expresia, comu zodpoveda hodnota
CtO0.

3. faza = linedrna faza: je charakterizovand postupnym spotrebovavanim komponentov reakcie na
narastajuce mnozstvo produktu;

4. faza = plateau (Citaj platd) mnozstvo amplikénu sa v dosledku vycerpania zloziek reakénej zmesi
uz nezvysuje.

Dizka PCR produktu pri RT-qPCR by nemala presiahnut’ 400 bp, pri¢om kratsie amplikony davaji
lepsie vysledky, pretoze PCR je efektivnejsia (optimalna dlzka skiimaného fragmentu je 50 — 150
bp).

2000
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5 10 15 20 25 30 35
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Obrazok 29 Vysledok amplifikdcie pomocou Real-Time gPCR z naznacenymi hodnotami Ct pre vybrané krivky
reprezentujuce Vzorky cDNA.

Kvantifikovat DNA pomocou RT-qPCR analyzy je mozné 2 spdsobmi, ato absolutnou
kvantifikaciou a relativnou kvantifikaciou.
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Absolutna kvantifikdcia vychadza z prirovnania Ct hodnét testovanych vzoriek k Ct hodnotdm
tzv. $tandardov (vstupné mnoZstvo je presne zname). Standard je sériovo nariedena vzorka DNA
(Obrazok 30) so znamou koncentraciou alebo poctom képii. Z Ct hodnoét Standardov softvér zostroji
kalibra¢na krivku (angl. standard curve), ktora znazornuje zavislost Ct hodnét (na osi y) od
koncentracie DNA, vyjadrenej v logaritmickej mierke (os x). Z dovodu logaritmickej mierky
koncentracie Standardov je kalibracna krivka vlastne priamka. Kalibracna krivka by mala obsahovat’
aspon 5 bodov, teda 5 vzoriek s roznou koncentraciou Standardu. Ddlezitym parametrom
kalibra¢nej krivky je sklon krivky (angl. slope), ktory je mierou Géinnosti (efektivity) RT-gPCR
reakcie. Hodnota sklonu medzi -3,1 a -3,6 sa povazuju za prijatel'né, nakol'’ko vyjadruje 90 % az
110 % uginnost’. 100 % u&innost’ je vyjadrena hodnotou sklonu -3,32. Korelaény koeficient (R?)
vyjadruje linearitu bodov kalibra¢nej krivky, ¢ize presnost’, s akou namerané Ct hodnoty Standardu
koreluju s linearnym priebehom krivky. Optimalne R? je vrozmedzi 0,99 az 1.

Jednotky mmnozstva st definované riedeniami pouzitymi na vytvorenie Standardnej krivky.
V nezndmych vzorkach (pre detekciu expresie cielového génu) softvér automaticky vypocita ich
mnozstvo/koncentraciu na $tandardnej krivke. Udaje kvantity sa zvy&ajne zobrazuju bud’ ako
hmotnostné mnozstvo (napr. ng, pg), koncentracia (napr. ng/ul, pg/ul) alebo ako ,.kopie* daného
génu.

Zasobny Riedenie Riedenie Riedenie Riedenie
roztok 1/10 1/100 1/1 0000 1/10 000

\/ I / ‘ ) 7
\ \ \/
\ \ \

Priprava reakcii s nariedenymi vzorkami

1. Zriedené vzorky
napipetujeme na platnicku

2. Kazdé riedenie
pipetujeme do jedného
radu

3. Z kazdej vzorky
nanesieme 3 technické
replikaty

0000000

AriaMx Real-time
PCR System

Ziskame Ct hodnoty

Obrazok 30 Ilustraéné znazornenie pripravy sériovych riedeni pre RT-qPCR. Hodnoty Ct sa potom pouZiju na vypocet
ucinnosti PCR.
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Relativna kvantifikacia porovnava uroven expresie urcitého cielového génu vo vzorke k expresii
toho istého génu v referen¢nej (kontrolnej) vzorke alebo mnozstvo cielového génu (pocet kopii) vo
vzorke porovnanim s mnozstvom génu v kontrolnych vzorkach. V ramci kazdej vzorky musi pred
relativnou kvantifikaciou dojst’ k tzv. normalizacii, t. j. porovnanie expresie sledovaného génu k
expresii referenéného génu (najcastejSie nim byva tzv. ,housekeeping™ gén, napr. GAPDH, aktin,
tubulin, atd’.). Na vyjadrenie expresie cielového génu mozno pouzit’ vypocet pomocou Livak alebo
Pfaffl metody.

Livak metoda: na relativnu kvantifikaciu predpoklada, ze G€innost’ PCR ciel'ovych a referenénych
génov by mala byt medzi 90 — 100 %. V opa¢nom pripade by sme mali pouZzit’ metédu Pfaffl
opisanu niz§ie. Po ziskani Ct hodnot pre vsetky testované vzorky a vypocte priemernych hodnot
(Tabul’ka 12) pristapime Kk pouzitiu vzorcov pre kazdy krok vypoctu hodnoét Ct.

Tabul’ka 12 Priemerné Ct hodnoty pre testované vzorky pomocou referenéného génu a zaujmového génu.

Vzorka DNA Ct Ct
(referen¢ny gén) (cielovy gén)

rastlina pestovana v kontrolnych podmienkach 19,4 18

rastlina pestovana v podmienkach stresu (NaCl) 16,2 13

Krok 1. Vypocitame ACt (zmenu Ct) pre rastliny pestované v oboch podmienkach s pouzitim
cielovych a referen¢nych génov.

ACt (NaCl) = Ct (ciel'ovy gén) - Ct (referen¢ny gén)
A Ct(NaCl)=13 - 16.2 = A-3.2

ACt (kontrola) = Ct (cielovy gén) - Ct (referencny gén)
A Ct (kontrola) =18 - 19,4 =A-1,4

Krok 2. Vypocitame AACt pre kontrolné a nezname vzorky (stresované pomocou NaCl).

AACt= ACt (NaCl) — ACt (kontrola)
AACt=-3.2-(-14)=-1.8

Krok 3. Vypocitame 2-AACt na vypocet pomeru relativnej expresie (pomer expresie je vztah v
génovej expresii, ktory existuje medzi referenénym a cielovym génom).

Pomer expresie = 2744
Pomer vyrazov =2 *® =34

*Majte na pamiti, ze ide o zdporn hodnotu AACt. A ked’Ze nasa hodnota AACt je uz zaporné Cislo,
pouziju sa dva zaporné symboly.

Hodnotenie vysledku: Rastliny vystavené posobeniu NaCl ako stresového faktora maja 3,4-krat
vys$$iu expresiu cielového génu v porovnani s rastlinami, ktoré boli pestované bez posobenia NaCl

(v kontrolnych podmienkach).

Pfaffl metoda: predpokladd rézne ucinnosti reakcie pre referencné a cielové gény, pricom
zohl'adnuje ucinnost’ PCR.
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Nastroj vo forme kalkulacky na priamy vypocet expresie cielového génu, ktory vam pomdze
analyzovat’ vysledky RT-qPCR pomocou metody Livak alebo Pfaffl je dostupny aj online (QPCR
and RTgPCR Analysis Tool | GoldBio).

Real-Time gPCR ma Siroké vyuzitie vo vedeckej, biomedicinskej ¢i diagnostickej praxi:

e kvantifikacia expresie génov, urcenie poctu kopii génov;

e genotypovanie (urCenie genotypu) alelovou diskriminaciou alebo analyzou topenia Krivky
(HRM, angl. High Resolution Melt);

e detekcie viacerych génov naraz multiplexnou Real-Time PCR.

Uloha: Rychla detekcia rekombinantnych klonov z bakteridlneho lyzatu
..................................... pomocou PCR metody
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Tabul’ka 13 Zlozky PCR reakénej zmesi pre detekciu génu .........ccceeevevevvenieeneenne .

Zlozka PCR Objem [ul] Objem [pl]
(koncentracia) 1x ... X (premix)
Celkovy objem ... ..
Tabul’ka 14 Teplotny program PCR reakcie.
Krok Teplota Cas Pocet cyklov
Denaturacia . °C e min 1x
l.Denaturacia ... °C e, sek.
2. Hybridizacia ~  ......... °C e sek. L ... X
3. Polymerizacia ... °C min
Ukonéenie ... °C min 1x
POZIAIMKY: ...
Uloha : DeteKeia ENU ....vucvereceerecrerecrenncsrcsensesessessssenes pomocou PCR metody
A7 11 T2 1 PP TP PP
POMOCKY: ... s
PriSEIOJ@: ..ot
CREMUKALIL: ..ot e b e e b b e e e b b e e s s b e e e nnb e e e anneeea
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Pracovny postup:

1. objem reakcnej zmesi zmieSame v 0,2 ml PCR mikroskimavke s templatovou DNA podla

Tabulky 15

2. obsah mikroskimaviek jemne premieSame, kratko odstredujeme pomocou mikrocentrifugy

a vlozime do termocykléra

3. spustime PCR program podl'a odporacani vyrobcu Taq polymerazy (Tabulka 16)
4. po ukonceni cyklov produkty PCR reakcie elektroforeticky separujeme v agarézovom géli

Tabul’ka 15 Zlozky PCR reakénej zmesi pre detekciu génu ..........cceceevveieneicnnnene .
Zlozka PCR Objem [pl] Objem [pl]
(koncentracia) 1x ... X (premix)
Celkovy objem e e
TabuPka 16 Teplotny program PCR reakcie.
Krok Teplota Cas Pocet cyklov
Denaturacia ... °C min 1x
1.Denaturacia ... °C sek.
2. Hybridizacia ... °C e sek. L ... X
3. Polymerizacia ... °C min
Ukonéenie ... °C min 1x
POZNAMKY: ..o

Uloha :
gPCR analyzy

Kvantitativne stanovenie expresie génu ...........

ceeeeeeee. pOMoOcCoOU RT-

Y N <) 21

POMOCKY: ... s
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Pracovny postup:

1. objem reakcnej zmesi zmieSame v 0,2 ml PCR mikroskiumavke s templatovou cDNA (podla
Tabul’ky 17)
2. obsah mikroskimaviek jemne premieSame, kratko odstredujeme pomocou mikrocentrifugy
a vlozime do Real-Time termocykléra
3. spustime PCR program podl'a odporucani vyrobcu (Tabulka 18) pre relativnu alebo absolttnu
kvantifikaciu
4. po ukonceni reakcie produkty PCR reakcie elektroforeticky separujeme v agar6zovom géli
Tabul’ka 17 Zlozky qRT-PCR reakénej zmesi pre detekciu expresie génu .........eceveveveereereennnne. .
Zlozka PCR Objem [pl] Objem [pl]
(koncentracia) 1x ... X (premix)
Celkovy objem ... L

Tabul’ka 18 Teplotny program RT-gPCR reakcie.

Krok Teplota Cas Pocet cyklov
Denaturacia ... °C min. 1
I.Denaturdcia ... °C sek.
2. Hybridizacia ... °C e sek. L ... X
3. Polymerizacia ~  ........... °C min.
Ukoncenie ... °C min. 1

POZNAIMKY: ..ot e et r e e nr e e nres

81



Popiste princip a vyuzitie polymerdzovej retazovej reakcie.

Z akych krokov pozostiva PCR?

Vymenujte variacie PCR.

Aké komponenty tvoria reakcnu zmes PCR?

Akd je funkcia Mg®* v PCR reakcii?

Aka je uloha primerov v PCR?

Od c¢oho zavisi cas polymerizacie PCR?

Ako sa nazyva pristroj pre amplifikaciu DNA fragmentov?

. Popiste niektoré zlyhania PCR.

0. Co by sa stalo, keby ste zabudli v experimente pouZit negativnu kontrolu PCR?

1. Preco ste si pri priprave PCR reakcnej zmesi medzi jednotlivymi krokmi menili Spicku na

pipete?

12. Aky templat sa vyuziva pri standardnej PCR a RT PCR?

13. Aky je rozdiel medzi Standardnou PCR a Real-Time gPCR?

14.V com spociva rozriel medzi Standardnou PCR a RT-gPCR analyzou Vv zmysle pouzitych
komponentov?

15. Aké metody znacenia sa pouzivaju pri Real-Time gPCR?

16. Akymi sposobmi je mozné kvantifikovat DNA?

17. Co je to a naco shizi kalibracnd krivka pri Real-Time gPCR?

18. Akymi metodami sa vyhodnocuje relativna kvantifikdacia PCR produktu?

RRO©oo NGO~ WNE
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12.  Elektroforeticka separacia nukleovych kyselin
vV agarozovom géli

Princip elektroforetickej separacie v agarézovom géli

Elektroforéza je fyzikalno-chemickd metdda separacie nabitych molekul vplyvom elektrického
pola. Je to jednoduchy a najcastejSie pouzivany spdsob separacie aanalyzy DNA a inych
makromolekul s vel'mi vysokou molekulovou hmotnost'ou. Elektricky nabité molekuly nukleovych
kyselin (DNA, RNA) su udrziavané v elektrickom poli, kde migruju v zavislosti od ich naboja, ale
aj vel’kosti elektrického pola, tvaru, vel'kosti z hl'adiska ich molekulovej hmotnosti a teploty média.
Agarézovy gél je viac porézny ako polyakrylamidovy gél a ma charakter molekulového sita, ¢o
umoziuje, aby sa pri elektroforéze rozdelili aj také latky, ktoré maji rovnaky naboj, ale rozlicna
vel'kost’ molekul.

Touto metdédou je mozné delit’ fragmenty DNA s velkostou priblizne 20 — 20000 bp s rozliSenim
priblizne 5 bp (Specialne typy agardzy), vo vacsine pripadov je rozliSenie nizsie, t.j. viac bp.

Pocas elektroforézy sa molekuly nukleovej kyseliny pohybuju v elektrickom poli (DNA je zaporne
nabitd) v agarézovom géli a separuju sa na zaklade ich velkosti (bazovych parov) — malé molekuly
sa pohybuju rychlejsie, zatial' ¢o vel'’ké molekuly migrujii pomalSie. Rychlost’ pohybu jednotlivych
foriem DNA v agardzovom géli je zavisla od viacerych faktorov:

e velkost’ molekuly DNA: molekuly linearnej dvojvldknovej DNA sa pohybuju rychlostou, ktora
je zavisla od prevratenej hodnoty logaritmu molekulovej hmotnosti. Na zaklade tejto vlastnosti
je mozné uréit’ velkost' neznamych fragmentov DNA porovnanim s pohyblivostou Standardov
molekulovej hmotnosti (tzv. marker alebo DNA ladder). Pretoze vSetky molekuly DNA maju
rovnaky naboj na jednotku hmotnosti, rychlost’ pohybu nezéavisi od néboja;

e tvar molekuly DNA: pri deleni plazmidov ma najvacSiu pohyblivost’ superSpiralizovana forma
DNA, lineé4rna a otvorena kruhova forma sa pohybuju o nieCo pomalsie;

e koncentracia agardzového geélu: polysacharidové vldkna agardzy (polymér disacharidu
agarobidzy) vytvaraju v agarézovych géloch siet, medzi vldknami zostavaju pory, ktoré
umoziuju prechod molektl DNA pocas separadcie. Velkost porov je zavisla od koncentracie
agar0zy, ¢im je koncentracia vyssia, tym je gél vhodnejsi na delenie mensich molekul DNA. V
exerimentoch molekuldrnej biologie sa na rutinné separacie DNA typicky pouZiva 0,7 — 1 %
agarozovy gél, ktory pontka dobru a jasnu diferenciaciu fragmentov v rozsahu 0,2 — 10 kb;

o elektrické napitie: ¢im je napétie vysSie, tym rychlejSie prebieha separacia, zaroven sa uvolfiuje
viac tepla, ktoré zohrieva aparaturu a méze interferovat’ s delenim. Optimalny potencidlovy
spad v horizontalnej elektroforetickej aparatare je priblizne 5 V/em.

Horizontalna elektroforeticka separacia prebieha v elektroforetickej komore, ktord ma katoédovy a
anodovy priestor s elektrolytom (elektrolyticky tlmivy roztok) a priestor na umiestenie nosica
(agarozovy gél) (Obrazok 31). Elektroforeticka aparatura sa napaja na zdroj elektrického napétia.

Pri priprave agardzového gélu sa agar6za rozpusta v horlcich elektroforetickych tlmivych
roztokoch (Tabul'ka 19), ktoré zabezpecuju pritomnost’ i6nov pre vedenie elektrického pradu pri
elektroforéze.

Vzorka DNA sa do gélu nanasa zmieSana s nanasacou zmesou (nanasaci tlmivy roztok, nanasacia
farbi¢ka) (Obrazok 31). NanaSaci tlmivy roztok zabezpeCuje zvySenie hustoty roztoku (vdaka
glycerolu), aby sa pri nanasani vzorka nerozplylila do elektroforetického roztoku, ale usadila sa na
dno jamky v géli. Nanasaci roztok obsahuje farbiva (brémfenolova modra, xylén cyanol, orange, a
iné), ktoré sa pri elektroforéze pohybuji podobne ako DNA a umoziiuju sledovat’ priebeh migracie
vzoriek v géli. Niektoré roztoky obsahuju latky (EDTA, SDS), ktoré inaktivuju enzymy (napr.
restrikéné endonukledzy) pred spustenim separacie. Nandsacia zmes pre zriedenie mdze obsahovat
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aJ vodu. Velkost separovanych fragmentov sa zistuje porovnanim so Standardom molekulovych
hmotnosti. V sucasnosti je komer¢ne dostupnych mnoho rozlicnych markerov, vyber toho

vhodného zavisi od konkrétnej aplikacie (o¢akavanej vel'kosti fragmentov, ktoré detegujeme).

Tabul’ka 19 Navod na pripravu tlmivych elektrolytickych roztokov pre elektroforézu v agarézovom géli.

Tlmivy roztok

Zasobny roztok

)

Tris-acetat

50x: 242 g Tris baza

(TAE) 57,1 ml l'adova kyselina octova
100 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)
Tris-borat 5x: 54 g Tris baza
(TBE) 27,5 g kyselina borita
20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)
Alkalicky 1x: 5 ml 10 M NaOH
2ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)
(BBE) 10x: 40 g kyselina borita

11 g tetraboritan sodny
9,3g EDTA (pH 8,0)

*Pridavanim 4 M NaOH sa zacne rozpustat’ cely obsah

Agarozova gélova elektroforéza

Tuhy agarézovy
gél

Do gélu vlozime hreben,

Tekuty agarézovy gél
aby sa vytvorili jamky

nalejeme do vanicky

DNA fragmenty sa
pohybuji v géli k

ozitivnemu naboju )
P ) Katoda

L) Zdroj
- elektrického

\®

\ ;ﬁ _/ Anéda

DNA napipetujeme do jamiek

Gél zalejeme timivym

pomocou mikropipety roztokom

Obrazok 31 Proces pripravy agarézového gélu pre elektroforetickt separaciu nukleovych kyselin.
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Vizualizacia nukleovych kyselin v agarézovom géli

NajjednoduchSou metddou vizualizdcie DNA v agarézovych géloch je vyfarbovanie interkalacnym
¢inidlom — etidium bromid (EtBr). Etidium bromid sa viaze na dvojvlaknovu nukleovl kyselinu
interkaldciou medzi navrstvenymi parmi baz. Komplexy EtBr s DNA po oziareni UV li¢mi s
vlnovou dizkou 302 nm oranzovo fluoreskuji. Najlepsic vysledky farbenia zaélenenim
etidiumbromidu do gélu su pri koncentracii 0,5 pg/ml. Ked’ze etidium bromid je vysoko toxicka,
karcinogénna a mutagénna latka, v siCasnosti sa na farbenie a vizualizaciu nukleovych kyselin
preferuju farbiva s nizSou toxicitou, ako je SYBR Green I, DsRed, GelRed a iné.

Po priprave agar6zového gélu sa gél umiestni do elektroforetickej aparatary a zaleje
elektrolytickym roztokom (vratane jamiek), nésledne je potrebné do jednotlivych jamiek naniest
vzorky (DNA zmie$ana s vodou a nanaSacim roztokom s obsahom farbiva). Do jednej z jamiek
Vv géli sa nanasa vhodny objem $tandardu molekulovych hmotnosti (podl'a odporacani vyrobcu). Na
zaver sa uzavrie aparatira vekom a spravne sa napoja a elektrody zdroja elektrického napitia.

Po separacii vzoriek sa gél opatrne prenesie a umiestni na UV-transiluminator (Obrazok 4P)
Vv tmavej miestnosti (chraiite si o&i pre UV). Gél sa presvieti UV svetlom s vinovou dizkou 302 nm,
¢o umozni vidiet oranzovo fluoreskujiice fragmenty. Vo fotodokumentaénom zariadeni
s integrovanym UV svetelnym zdrojom (Obrazok 4R) je mozné fotograficky zdokumentovat
vysledok experimentu vo forme obrdzku (Obrazok 32). Interpretacia vysledkov sa uskutociiuje na
zaklade pouzitého Standardu molekulovych hmotnosti, ked’ze pod UV svetlom je mozné urcit, resp.
odcitat’ vel'kost’ detegovanych fragmentov DNA.

Obrazok 32 Fotodokumentacia fragmentov DNA po separacii v agarozovom géli. Draha 1 — 1kb DNA standard
(SM1331); draha 2 — PCR fragment ABC (1 450 bp); draha 3 — PCR fragment LT (590 bp).

Uloha: EleKtroforeticka SEPArACIA c..cucrerereeerersesessesesesesesesesasessessssesssesssessssessss.

JY N <) 21
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Chemikalie:
e roztok 1x TBE (pH 8,3)
e ectidium bromid (0,5 pg/ml) — silny karcinogén a mutagén!!!

e agardza
®  NanaSaci rOZLOK.......cccoeevuerriiiiiii e
e DNA standard molekulovych hmotnosti ...........cccccviiiiiiiiiiiicicen,

Pracovny postup:

1. ... g agardzy rozpustime v .......... ml 1x TBE tlmivom elektrolytickom roztoku, zmes
rozvarime v mikrovinnej rare apo vychladnuti asi na 50 — 60 °C pridame ......... pl
etidiumbromidu. opatrne premieSame ruc¢ne rotaénym pohybom fl'ase

2. roztok vylejeme do utesnenej vanicky s hrebeiom a nechame polymerizovat’ pri laboratornej
teplote min. 30 min., po stuhnuti gélu opatrne odstranime hreben, gél vlozime do
elektroforetickej aparatiry a zalejeme 1x TBE tlmivym roztokom tak, aby hladina presahovala
nad gél

3 K ul vzorky (PCR zmes) pridame ...... ul nanasacieho farbiaceho roztoku ......................

a dokladne premieSame

zmes opatrne nanesieme do jamky v pripravenom géli

na zaver do prvej jamky nanesieme ........... ul standardu molekulovych hmotnosti ..........c...c.e...e..

po naneseni v§etkych vzoriek do gélu uzatvorime elektroforetickt aparattru, pripojime k zdroju

napitia a spustime proces separacie pri konstantnom napéti ........ V pocas ............. min.

7. fragmenty DNA vizualizujeme pod UV svetlom pomocou UV transiluminatora a velkost
fragmentov urCujeme porovnavanim s Velkostou molekulovych hmotnosti Standardu

ook

1. Popiste princip a vyznam metody elektroforetickej separdcie.
2. Aké faktory ovplyviuju rychlost pohybu nukleovych kyselin v géli?
3. Vymenujte 2 priklady elektroforetickych tlmivych roztokov.
4. Z akych zloZiek pripravite agarozovy gél?

5. Aky vyznam ma elektroforeticky tlmivy roztok v procese separdcie nukleovych kyselin
V agarozovom géli?

Na zdklade ¢oho su v agarozovom géli separované molekuly nukleovych kyselin?

Aké farbiva je mozné pridat do agarozového gélu s cielom vizualizovat ziskané fragmenty?

Za akym ucelom sa nandsa vzorka nukleovych kyselin spolu s nanasacou farbickou do gélu?

9. Aku ma ulohu glycerol v nanasacej farbicke?

10. Definujte pojem standard molekulovych hmotnosti (marker).

11. Pomocou akého pristroja budete schopni vidiet po zafarbeni gélu skumané fragmenty?

12. Pri akej vinovej dizke sii najlepsie detegovatelné fragmenty?

o N o
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13.  Extrakcia fragmentu DNA z agarézového gélu

DNA, ktora sa elektroforeticky separuje pomocou agardézovych gélov, sa Casto pouziva ako
primarny alebo reamplifikacny templat pre polymerazovu retazovu reakciu, ako aj pre hybridizaciu,
sekvenovanie, ligdcie a mnoho d’alSich molekularnych technik.

Na obnovenie DNA je nutné zaujmovy fragment (Obrazok 33) vyrezat pomocou sterilného
skalpelu a nasledne sa DNA extrahuje z gélu roznymi sposobmi.

Bezné postupy zahfnaju organicku extrakciu fenolom a chloroformom, pouzitie elektro-elu¢nych
zariadeni, niekol’ko r6znych spinovych technik a iné.

Obrazok 33 Oranzovo fluoreskujuce fragmenty vyrezané z agar6zového gélu farbeného pomocou etidium bromidu.

»Freeze 'N Squeeze“ metoda

Technika zmrazovania a stlacania zahffia zmrazenie gélu v kvapalnom dusiku v mikropipetove;j
Spicke alebo mikroskimavke a odstred’ovanie kvapaliny centrifugaciou, resp. centrifugaciou cez
sklenu vatu, zatial' ¢o ina modifikacia ,,Freeze "N Squeeze* metddy zahina aj pridanie tlmivého
roztoku k vyzeranej vzorke.

Tieto rychle metddy znizuji prevadzkovy Cas a ndklady na technoldégiu rekombinantnej DNA, pri
ktorej je Cistenie PCR produktov opakovanym procesom. Nie je potrebna priprava roztokov a
zaobideme sa bez nakladného a zlozitého technického vybavenia a pripravy (Skolenia). Na druhej
strane tieto metddy nie su tak Cisté a vytazok extrahovanej DNA sa pohybuje v koncentracii do
70 %.

Uloha: Extrakcia fragmentu DNA z agarézového gélu pomocou ,Freeze'N
Squeeze*

J\Y 21 <) 1
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Postup:

vyrezeme fragment z agar6zového gélu, ulozime ho do 1,5 ml mikroskimavky

vzorku zmrazime pri teplote -20 °C

fragment nasledne rozpustime (medzi dvomi prstami alebo v dlani)

po rozpusteni vzorku centrifigujeme pocas 5 min.

supernatant prepipetujeme do ¢istej mikroskimavky a DNA preéistime fenolo-chloroformom
a nasledne etanolom

6. Vvzorku mozeme pouzit’ priamo do reakcie alebo skladujeme pri -20 °C az do d’alSieho pouzitia

agrOdE

Uloha: Extrakcia fragmentu DNA z agarézového pomocou ,New-freeze“
metody (Yang a kol. 2010)

LY BT <) g £ 1 TR

Pracovny postup:

vyrezeme fragment z agar6zového gélu a vlozime ho do 1,5 ml mikroskiimavky

vzorku rychlo zamrazime v tekutom dusiku pocas 60 sek.

nasledne vzorku rozmrazime pri teplote 70 °C pocas 2 min.

rozmrazenu vzorku centrifugujeme 3 min.

extrahovanu DNA v supernatante prepipetujeme do cistej mikroskiimavky

vzorku mdzeme pouZit’ priamo do reakcie alebo skladujeme pri -20 °C az do d’alSieho pouzitia

Uk~ wdE

Uloha: Extrakcia fragmentu DNA z agarézového pomocou ,,Freeze'n Squeeze
centrifuga¢nej metody

J\Y BX 0§ 11 TR

Pracovny postup:

1. na dno 0,5 ml mikroskimavky s dierkou ulozime skleni vatu (maximalne do 1/4
mikroskimavky!!!)

2. Vvyrezeme fragment z agar6zového gélu a polozime ho na sklenu vatu (podl'a Obrazku 34)
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0,5 ml mikroskiimavku uzavrieme a vlozime do otvorenej 1,5 ml mikroskiimavky

vzorku centrifigujeme pri 8000 rpm pocas 5 min.

efektivitu metddy si overime pouzitim UV svetla

extrahovani DNA mdzeme pouzit' priamo do reakcie alebo ju eSte precistime etanolom,
skladujeme pri -20 °C az do d’alSieho pouzitia

ook w

» agaroza

* sklena vata

Obrazok 34 Demonstracny obrazok pripravy vzorky pre Freeze n Squeeze centrifugaénti metodu.

Uloha: Extrakcia fragmentu DNA z agarézového gélu pomocou komerénej
SUPTAVY icvrericssrsercsssssscsssssssssssasssssssssssssssssssssssssss

J\Y B 1 < 11 LT

Chemikalie:

e QIAquick gel extraxtion kit (QIAGEN)
etanol 96 %

TE roztok (10 mM Tris-HCI

1mM EDTA (pH8,0)

100 % izopropanol

Pracovny postup:
1. vyrezeme opatrne DNA fragment z agar6zového gélu pomocou skalpela
2. Vlozime fragment do 1,5 ml mikroskimavky a odvdZime hmotnost’ gélu
3. Pridame 3 objemy QG roztoku do 1 objemu gélu (100 ml gélu ~ 100 pl)
max. mnozstvo gélu je 400 mg!!!
pre >2 % gél pridat’ 6 objemov QG roztoku
4. vzorku inkubujeme vo vodnom kupeli pri 50 °C pocas 10 min. (pokial’ sa gél nerozpusti), pocas
inkubacie vzorku kazdé 2 — 3 min. vortexujeme
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5. po uplnom rozpusteni fragmentu skontrolujeme sfarbenie roztoku (zItd). Ak je sfarbenie
oranzové¢/fialové pridaime 10 ul 3 M acetatu sodného (pH 5,0) pre znizenie pH

6. Kk vzorke pridame 1 objem izopropanolu a premieSame pomalym prevracanim mikroskiimavky

7. Kolonku umiestnime do 2 ml zbernej skiimavky

8. obsah vzorky prepipetujeme do kolonky (na membranu) a centrifugujeme pri 13000 rpm pocas
1 min.

9. zvysnu kvapalinu vylejeme do zbernej nadoby (kadicka)

10. kolénku umiestnime spat’ do tej istej 2 ml zbernej tuby

11. do kolonky nanesieme 500 pl QG roztoku a vzorku centrifugujeme pri 13000 rpm poc¢as 1 min.
pri laboratornej teplote

12. vylejeme zvy$nu kvapalinu do zbernej nadoby, kolonku umiestnime spéat’ do tej istej 2 ml
zbernej skimavky

13. do kolénky pridame 750 ul PE roztoku s obsahom etanolu a centrifugujeme pri 13000 rpm
pocas 1 min.

! Ak bude DNA pouzita na analyzy citlivé na soli (priame sekvenovanie, ligacia cez tupé
konce), je nutné vzorku inkubovat’ 2 — 5 min po pridani PE roztoku

14. vylejeme zvysnu kvapalinu do zbernej nadoby a kolonku umiestnime spéat’ do tej istej 2 ml
zbernej skimavky

15. zopakujeme este raz centrifugéciu ,,na sucho* pre odstranenie zvyskov etanolu

16. kolonku premiestnime do ¢istej 1,5 ml mikroskiimavky a priamo na membranu kolonky opatrne
nanesieme 10 pl EB roztoku (10 mM Tris-HCI (pH 8,5)) alebo vody

17. vzorku nechame postat’ (rozpustenie DNA v elu¢nom roztoku) 1 min.u a centrifigujeme pri
13000 rpm po dobu 1 min.

18. pre overenie DNA v agar6zovom géli pridame 1 V nanasacej farbicky k 5 V DNA vzorky, zmes
premieSame pri pipetovani pred nanesenim do gélu, vzorku separujeme v agar6zovom géli
a vizualizujeme pod UV svetlom

POZNAMKY ...

Otazky:

1. Aky ma vyznam extrakcia fragmentu z agarozoveho gélu?
2. Ktorou metodou by ste najrychlejsie extrahovali fragment z agarozového gélu?
3. Ktorou metodou by ste najkvalitnejsie extrahovali fragment z agarézového gélu
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14.  Fragmentacia DNA pomocou restrikénych
endonukleaz

Restrik¢né endonukleazy (RE) Specificky Stiepia dvojvlaknovi DNA v presne definovanej
lokalite, tzv. restrikénom mieste. Tieto enzymy su izolované z baktérii. U baktérii st beznou
sucastou restrikéno-modifikacného systému (RMS), kde je ich ulohou ochranit’ bunku hostitel’'a
pred invaziou a vstupom cudzej DNA.

Rozpoznavacia sekvencia ma vo vieobecnosti dizku od 4 do 8 nukleotidov (resp. baz) aje
vyznamna tym, Ze je palindromicka (poradie baz v jednom smere (5'- = 3'-) na jednom vlakne je
zhodné s poradim baz na druhom vlédkne v opacnom smere).

Ked’ze su tieto enzymy izolované z baktérii, ich ndzvy st odvodené od konkrétneho kmena,
zZ ktorého je enzym izolovany (napr. enzym ECORI, bezne pouzivana restrikéna endonukleédza, ktora
je izolovana z baktérie Escherichia coli kmeni RY 13) (Obrazok 35).

EcoRI

S

DRUH KMEN PORADOVE CiSLO
Escherichia col'i, RY 13 |

Obrazok 35 Nazorny priklad priradenia nazvu pre restrikénti endonukleazu EcoRI.
Typy systému restrikénych enzymov:

1. Typ restricnych enzymov I: tieto endonukledzy vykazuju restrikciu aj DNA modifika¢né
&innosti. Pre svoju aktivitu potrebuju kofaktory ako Mg®* iény, S- adenozylmetionin (SAM) a
ATP. Rozpoznéavacie sekvencie si dost’ dlhé bez rozpoznatelnych znakov, ako je symetria.
Obmedzenim tychto nukleaz je, ze Stiepia DNA na neSpecifickych miestach, ktoré¢ mézu mat’ 1
000 parov baz alebo aj viac z rozpoznavacej sekvencie.

2. Typ restricnych enzymov II: enzymy tohto typu a ich zodpovedajice modifikacie
metyltransferdzy pdsobia ako dva samostatné proteiny. Maju mnozstvo vyhod v porovnani so
systémami typu I a III. Vyhodou tohto systému je, ze restrikéné aktivity nevyzaduju kofaktory,
ako je ATP alebo SAM, ¢o ulahcuje ich pouzitie. Ako kofaktory si vyzaduji len i6ny horcika.
Dal$ou vyhodou je, Ze tieto enzymy su $pecifické pre rozpoznavacie miesto, ked’ze hydrolyzuju
Specificky fosfodiesterové vizby v oboch retazcoch DNA. Restrikéné endonukledzy triedy II sa
vSeobecne pouzivaji ako kl'iCovy materidl v molekuldrnej biologii a rekombinantnych
technikdch DNA vratane mapovania gendmu, analyzy RFLP, sekvenovania DNA a klonovania.

3. Typ restricnych enzymov III: podobne ako enzymy typu I maji obmedzené modifikacné
schopnosti. Tieto enzymy Stiepia vo vzdialenosti 24 — 26 parov baz od rozpoznavacej sekvencie
a pre ich ¢innost’ su potrebné kofaktory Mg2+ aj ATP, dokonca v niektorych pripadoch aj SAM.

Princip Stiepenia DNA pomocou restri¢nych enzymov 11
Tieto restrikéné endonukleazy Stiepia retazec DNA medzi deoxyribozou a fosfatovou skupinou,

pricom fosfatova skupinu zanechavaju na 5° konci. Princip a vysledok Stiepenia je znazorneny na
Obrazku 36 a 37.
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restrikcné miesto

pre EcoRI (2051) Prométor

inzert - DNA pUC-ABC
1400 bp 4 086bp
gén pre rezistenciu
pre antibiotikum
Q= AMP
restrikéné miesto 6
pre BamH]| (662) Qﬂk\"’l
pociatok N
, NP A Y
’ replikécie .
'l, ‘\
» |
e Bl e —<rombtor}—
BamH| EcoRl  BamHI EcoRI

Obrazok 36 Princip Stiepenia plazmidu pUC-ABC kombinaciami restrikénych endonukleéz.

bp 1 2 3 4

Obrazok 37 Fotodokumentacia elektroforetickej separacie plazmidov v agarézom géli. Draha 1 — 1kb DNA s$tandard
(SM1331); draha 2 — nestiepny plazmid pUC-ABC (4 086 bp); draha 3 — plazmid pUC-ABC stiepeny restrikénymi
endonukleazami EcoRI a BamHI (2 686 bp + 1 400 bp); draha 4 — plazmid pUC-ABC Sstiepeny restrikénymi
endonukleazami BamHI a Hindlll (2 686 bp + 560 bp).
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Podrla spdsobu Stiepenia vo vnutri rozpoznavacej sekvencie sa restrikéné endonukleazy typu II delia
na tri skupiny.

Enzymy, ktoré Stiepa DNA asymetricky zabezpecuju vznik precnievajucich koncov (5'-pre¢nieva-
juce konce alebo 3'-pre¢nievajice konce), ktoré nazyvame ako lepivé alebo kohézne konce; 1. a 2.
skupina na Obrazoku 38).

1. skupina — enzymy Stiepiace DNA za vzniku jednovlaknovych 5 -pre¢nievajuce konce, napr.
enzym EcoRI, Hind III, BamHI a iné.

5'...—A—T!G—A—A—T—T—C—A—A...3' EcoRI ..~A-T-G + 5-A-A-T-T-C-A-A-...
3'...-T-A-C—T—T—A—A—IG—T—T-...5' .~T-A-C-T-T-A-A- 5 -G-T-T-..5

5’ precnievajice konce

2. skupina — enzymy, ktoré Stiepia DNA tak, ze vznikaju jednovlaknové 3" precnievajuce konce
napr. enzym Kpnl:

5'...—G—A—G—G-T—A-C-IC—C—T...S' Kpnl ..-G-A-G-G-T-A-C-% + -C-T-T-...

3'...-C-T-CiC-A-T-G-G-T—T-...5' .-C-T-C- 3’-C-A-T-G-G-G-A-...
3" prec¢nievajice konce

V pripade symetrického Stiepenia st obe vldkna rozstiepené v strede rozpozndvanej sekvencie, ¢im

vznikaja tzv. tupé konce.

3. skupina — enzymy, ktoré pri Stiepeni DNA zanechavaju zarovnané dvojvlaknové fragmenty tzv.
tupé konce, napr. enzym Smal:

5'...—T—A—C—C—C—IG—G—G—T-C...3’ Smal 5..-T-A-C-C-C- 3%’ . 5-G-G-G-T-C-..3’
3'...-A-T—G—G—GiC—C—C—A-G-...5’ 3..-A-T-G-G-G-5 3'-C-C-C-A-G-..5

tupé konce

Obrazok 38 Vzory Stiepenia niektorych beznych restrikénych endonukleéz.
Podmienky Stiepenia DNA pomocou restrikénych endonukleaz

Kazda restrikéna endonukledza si vyzaduje pre optimalnu aktivitu (Stiepenie dsDNA) vhodné
Specifické reakéné podmienky (reakéné komponenty a optimalna teplota pre priebeh reakcie).
Sucast'ou reakénej zmesi musi byt vhodny tlmivy roztok Tris-HCI pre zabezpecenie optimalneho
pH prostredia (7,6 — 8,0). Sucast'ou timivého roztoku je aj 50 — 150 mM NaCl alebo KCI z dévodu
zachovania i6novej sily. Pre zabezpecenie pritomnosti kofaktora sa pridava MgCl, (osobitne alebo
byva sucastou tlmivého roztoku). Ako stabilizatory sa vyuzivaju napr. hovadzi sérovy albumin
(BSA, angl. Bovine Serum Albumin), ditiotreitol (DDT) alebo Triton X-100. Vyznamnym faktorom
pre optimalny proces $tiepenia je tiez teplota, ato 25 — 65 °C, v zavislosti od typu pouzitého
enzymu. Mnoho restrikénych endonukléaz je aktivnych pri teplote 37 °C.

Mnozstvo enzymu sa urcuje v enzymovych jednotkach (napr. jedna jednotka (1U) restrikénej
endonukleazy je definovana ako mnozstvo enzymu, ktoré uplne postiepi 1 ug DNA pri teplote 37
°C (optimalnej teplote) za 1 hod. v 50 pl optimalnej reakénej zmesi). Restrikéné endonukledzy st
dodévané ako riedené v réznych koncentraciach, preto je pri ich pouzivani podstatnym udajom
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pocet jednotiek enzymu na 1 pl preparatu. Restrikéné endonukledzy sa uchovavaju pri teplote -20
°C, pridavaju sa do reakcie ako posledna zlozka, pricom je dblezité ich uchovavat’ na 'ade a chranit’
pred kontamindciou. Pri priprave reakcénej Stiepnej zmesi je dolezité pracovat podl'a odporucani
vyrobcu pouzitej endonukleazy alebo kombinacie enzymov, zachovat’ stanovené koncentracie
jednotlivych komponentov, teplotu aj ¢as (15 min. — 2 hod.) pre reakciu.

Po skonceni reakcie sa prida zastavovacia zmes a vysledok Sptiepenia sa vyhodnoti na zaklade
elektroforetickej separacie Stiepnej zmesi v agar6zovom géli. V pripade, ak sa fragmenty pouzivaju
v d’alSich experimentoch (napr. v ligécii), je potrebné restrikéni endonukledzu po skonceni
Stiepenia inaktivovat’. Tepelna inaktivacia sa robi zohriatim Stiepnej zmesi na teplotu 60 — 80 °C
pocas 5 — 15 min., pricom podmienky zavisia od stability restrik¢nej endonukleazy. V niektorych
pripadoch je nutné odstranit’ enzym z reak¢nej zmesi (fenolovou extrakciou alebo purifikaciou cez
kolénku).

Proces restrikéného Stiepenia DNA sa vyuziva ako nastroj pri modifikaciach genetického materidlu,
klonovani génov, amplifikacii zaujmového useku DNA a pod.

Uloha: Stiepenie izolovanej plazmidovej DNA (..cceeeeneee. ) restrikénymi
endonukleAzami .......coeeeeeevvnneniiinnniiniiiiniinne,

Chemikalie:
e 10x tlmivy roztok

o  1estrikCny enZym .......coovevviriniinieeniinnneens

e RNaza

o DNA ...,

e sterilnda dH,0

Postup:

1. v 1,5 ml mikroskimavke si pripravime Stiepnu zmes podla nasledovného postupu (udava
AT 1001 TSR ):

2. obsah skimavky jemne premieSame, kratko odstredime v mikrocentrifuge pocas 5 sek.

3. restrikénu zmes inkubujeme ............ccccoeveee. MIN. Pri..c.cceeennee. °C v termostate

4. efektivnost’ restrikéného Stiepenia a spravnost’ ziskanych fragmentov Stiepenej DNA overime
pomocou agarézovej elektroforézy

Tabulka 20 Reak¢na zmes pre Stiepenie plazmidu.

Reakéna Stiepna zmes

ZloZka Objem

10x tlmivy roztok .. ul
restrikény enzym ......cccceevvvevcceeeee e ul
RN4za . ul
plazmidova DNA ........cccoovviieee ul
sterinaH,O | ul
celkovy objem ul

94



Otazky:

Popiste ulohu restrikcnych endonukledaz v molekuldarnej biologii.

Aka je velkost rozpoznavacej sekvencie pre restrikcné endonukledazy?

Vymenujte typy systému restrikcnych endonukledz.

Co majii spolocné a v com sa naopak lisia restrikcné endonukledzy typu I. a 11.?

Akymi spésobmi Stiepia DNA restrikcné endonukledzy typu 11.?7

Vymenujte 3 restrikcné endonukleadzy.

Aka je optimalne teplota pre aktivitu restrikcnych endonukledaz?

Vymenujte zlozky reakcnej Stiepnej zmesi.

Akym sposobom je mozné overit sprdavnost Stiepenia?

0. Na elektroforeograme (Obrdzok 39) agarézového gélu su analyzované jednotlivé Stiepne
reakcie s DNA fragmentmi (draha 1 — Standard molekulovych hmotnosti, drdha 2 — Stiepenie
DNA pomocou EcoRl, draha 3 — Stiepenie DNA pomocu BamHI, draha 4 — dvojité Stiepenie
enzymami EcoRI+BamHI). Z tychto informdcii zostavte restrikéni mapu pUC23, ktory bol
Stiepeny restrikcnymi enzymami EcoRI a BamHI (jednotlivo) aj spolu.

RO ~NoOR~WNE

1. 2. 3. 4.

20000bp | me
15000 bp | m=
11000bp | m= —
.
8000bp |
. .
6000bp | e
3000bp | ww m -
1500 bp | ==

“2 bandy

Obrazok 39 Priklad pre zostavenie restrikénej mapy plazmidu pUC23.
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11. Plazmid pBR607 (velkost 2,6 kb) obsahujuci naznacené restrikcné miesta pre restrikcné enzymy
EcoRI, BamHI a Pstl. Vzhladom na restrikcnu mapu pre pBR607 (vlavo) zndzornite na obrazku
(Obrazok 40) agarozového gélu (vpravo) za pomoci Standardu molekulovych hmotnosti (1.
draha), kde su priblizné polohy vzniknutych DNA fragmentov po Stiepeni restrikcnymi
enzymami EcoRI+Pstl, EcoRI+BamHI a EcorRI+Pstl+BamHlI.

1. £ & 4. S.

20000 bp
200 bp 2000 bp

EcoRI 1500 bp
1000 bp

500 bp

200 bp
100 bp

Obrazok 40 Priklad pre znazornenie velkosti ziskanych fragmentov po restrikénom Stiepeni plazmidu pBR607.

12. Pomocou restrikcnej mapy pGEN101 (20 kb) uvedte do tabulky pocet restrikcnych fragmentov
spolu s ich priradenymi velkostami, ktoré by boli vysledkom Stiepenia pGENI10I restrikcnymi
enzymami EcoRI, BamHI a EcoRI + BamHI (Obrazok 41).

6 kb
BamH| BamH/

2 kb Restrikéna endonukledza | Velkost stiepeného fragmentu (kb)

BamHI

EcoRlI
pGEN101
20kb

8 kb BamHI

4kb EcoRIl + BamHI

EcoRI

Obrazok 41 Priklad pre zistenie vel'kosti ziskanych fragmentov po restrikénom Stiepeni plazmidu pGEN101.
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15.  Techniky upravy genetického materialu

Proces vytvarania viacerych identickych kopii konkrétneho génu alebo Casti DNA (tzv. klony)
vyuzivajuce techniky génového inzinierstva st zname ako génové klonovanie = techniky
klonovania DNA = molekularne klonovanie = priprava rekombinantnej DNA. Téato metdda sa
pouziva najmd na izolaciu zaujmového génu — zamerni Upravu genetického materidlu
(predovsetkym DNA) s cielom zmenit, opravit’ alebo zlepsit' formu alebo funkciu organizmu —
amplifikaciu takto upraveného génu.

Fragment DNA, ktory obsahuje pozadovany gén (cudzorodd DNA = klonovana DNA = inzert), sa
vlozi do vhodného vektora = plazmidu, aby sa vytvorila rekombinantnd molekula DNA. Gén je
transportovany cez vektor do hostitel'skej bunky (recipientna bunka, napr. baktéria E. coli). Tento
vektor sa v nej replikuje a vytvara mnozstvo identickych kopii seba samého, vratane zaujmového
génu, ktory je jeho sucastou. Po deleni hostitel'skych buniek prechadzaji kopie rekombinantnej
molekuly DNA do d’alSej generacie a prebicha d’alSia replikacia vektorov. Vysledkom delenia
buniek je produkcia klonov = skupiny identickych buniek. Pojmom klonovanie sa oznacuje proces
tvorby klonov.

Plazmidy sa replikuji s vyuZzitim replikacnych enzymov hostitel'a, nezavisle od bakteridlneho
chromozému, tj. kazdy plazmid je samostatny replikon. Replikon, najdolezitejSia oblast’ v
eXpresnom systéme zaloZzenom na plazmide, pozostava z pociatku replikacie (ori) a vSetkych jeho
riadiacich prvkov. Replikon je miesto inicidcie replikdcie DNA, ktoré umoziuje plazmidu
reprodukovat’ sa a prezit’ v hostitel'skej bunke.

Idealny vektor na klonovanie by mal obsahovat’ (Obrazok 42):

e gén selekcie pre antibiotikum — pomaha rozlisit' bunky obsahujice vektor (rekombinanty) od
inych buniek, ktoré zaujmovy vektor nenesu. Pomaha teda pri identifikacii a elimindcii
transformantov, ktoré nenesu dany gén rezistencie voci antibiotiku a selektivne umoziuje rast
transformantov v pritomnosti vhodného selektivneho tlaku;

e pociatok replikacie (origin, ori) — miesto, v ktorom zacina replikacia DNA. Toto miesto je
zvycajne bohaté na nukleotidy A a T a obsahuje specifické restrikéné miesta;

e klonovacie miesto = polylinker (MCS, angl. Multiple Clonning Site) — oblast DNA v plazmide
obsahujuce viaceré S$pecifické miesta (rozpoznavacie sekvencie) pre restrikéné enzymy za
ucelom Stiepenia plazmidu,

e marker pre rekombinaciu — pomaha pri modro-bielom skriningu (vybere pozadovanych klonov,
napr. gén lac Z v E. coli).

Vektor by mal tiez spihat’ d’alsie poziadavky pre tspesné klonovanie. Jeho velkost by mala byt v
rozmedzi (2 — 15 kb), ¢im je vektor mensi, tym je jeho klonovacia kapacita (mnozstvo cudzorode;j
DNA, ktoré je mozné klonovat’) vyssia. Pri pouziti prili§ velkych plazmidov kles4 G¢innost’. Mala
vel'kost’ vektora ulahCuje restrikéni analyzu rekombinantov. Klonovacia kapacita (maximalna
vel'kost klonovanej DNA) plazmidovych vektorov je 10 — 20 kb.

V sucasnosti existuji stovky syntetickych plazmidovych vektorov $pecificky pripravenych podla
poziadaviek klonovacich resp. transformacno-selekénych technik.
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Obrazok 42 Plazmidova mapa so vieobecnym znazornenim délezitych tsekov vektora.

Klonovanie DNA

Proces klonovania DNA pozostava z nasledujucich krokov:
1. Priprava kompetentnych buniek,
2. Priprava rekombinantnej DNA (ligacia),
3. Prenos rekombinantnej DNA do hostitel'skej bunky (transformacia),
4. Obnova transformovanych buniek,
5. Identifikacia transformantov a selekcia rekombinantov.

Transformacia v molekularnej biolédgii je definovana ako proces prijimania exogénnej alebo cudze;j
DNA hostitel'skou bunkou (recipientnd bunka). Takto transformovanym bunkdm sa nasledne menia
jej fenotypové prejavy. Pred prijatim DNA sa tieto hostitel'ské bunky stanu priepustnymi pre DNA
a ich uc¢innost’ prijimat’ cudziu DNA sa zvysi. Tento stav sa nazyva kompetencia.

Transformovat’ je mozné velké mnoZstvo organizmov vratane baktérii, kvasiniek, rastlinnych
a zivo¢isnych buniek.

Pri baktéridch je mozné zaviest' nova genetickll informéciu procesom transformacie, transdukcie ¢i
transfekcie (Obrazok 43). V procese transformacie bakterialnych buniek sa priamo zavadza
plazmidova DNA. Transdukcia je sposob prenosu DNA pomocou virusov, pricom rekombinantné
bakteriofagy je mozné vyuzit ako vektory na prenos cudzorodej DNA do buniek baktérii.
Zvlastnym typom transformaécie je transfekcia, pri ktorej sa transfomuje bunka purifikovanou DNA
izolovanou z virusov alebo bakteriofagov a v tomto procese sa obnovi ich virulencia (vytvoria sa
plne funkéné virusové Castice).
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Obrazok 43 Moznosti prenosu DNA u bakterialnych buniek.

Bakterialna transformacia je kI'iCovym krokom v molekuldrnom klonovani alebo génovom
inZinierstve, ktorého cielom je vytvorit viacero kopii rekombinantnej molekuly DNA. Pri
transformacii sa DNA (zvy€ajne vo forme plazmidu = vektor) zavedie do kompetentného kmena
baktérii (kompetentné bunky), takze baktérie potom mozu replikovat’ pozadovant sekvenciu v
mnoZstvach vhodnych na d’alSiu analyzu a manipuléciu.

Priprava kompetentnych buniek

Niektoré druhy baktérii (Haemophilus influenzae Bacillus subtilis, Streptococcus pneumoniae, a
in€) su prirodzene kompetentné v niektorych Castiach svojho Zivotného cyklu, iné zasa nedisponuji
touto schopnost’ou, alebo ju stratili v dosledku environmentalnych stresov. Transformacny potencial
sa vSak u nich moze zvysit' posobenim tepelného Soku alebo oSetrenim chloridovymi solami
kovovych kationov (napr. Ca?"). Tieto ofetrenia menia Struktaru a priepustnost’  bunkovej
membrany bakteridlnej bunky, takze DNA moézZe I'ahko prechadzat’ cez membrany a zabudovat’ sa
do bunky.

Protokoly na pripravu kompetentnych buniek sa liSia podl’a toho, ¢i sa ma transformacia dosiahnut’
tepelnym Sokom alebo elektroporaciou.

Kompetentné bunky sa chemicky pripravuju inkubaciou buniek v chloride vapenatom (CaCl,), aby
sa bunkovd membréana stala priepustnejSou. Na dalsie zlepSenie kompetencie méze byt Ca®*
doplneny alebo nahradeny inymi kationmi kovov (napr. Mn?*, K*, [Co(NH3)s]*"), (Rb")) alebo
¢inidlami dimetylsulfoxid (DMSO) ¢i ditiotreitol (DTT).

Pri metode pripravy kompetentnych buniek elektroporaciou sa bunky najskor niekol'’kokrat premyja
ladovo studenou deionizovanou vodou opakovanym resuspendovanim, aby sa odstranili soli a iné
zlozky, ktoré moézu interferovat’ s elektroporaciou. Po 3 az 4 premytiach st bunky nakoniec
suspendované v 10 % glycerole na uskladnenie.

V oboch scenaroch (transormadcia elektroporaciou aj tepelnych Sokom) sa jedna cerstva kolonia
pozadovaného bakteridlneho kmena odoberie z agarovej platne a naockuje sa do tekutého média pre
Startovaciu kulttru. Téato Startovacia kultura a pripravovana kultura st testované na aktivny rast
kontinualnym meranim optickej hustoty pri vinovej dizke 600 nm. Na dosiahnutie vysokej Gi¢innosti
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transforméacie je rozhodujuce, aby bol rast buniek v ¢ase zberu v strednej logaritmickej faze — o sa
vo vSeobecnosti vyskytuje pri OD600 medzi 0,4 a 0,9 (pri¢om optimalna hodnota zavisi od objemu
kultary, pouzitého kmena a protokolu). Pre zivotaschopnost’ buniek a zachovanie vysokej ucinnosti
transformacie sa pracuje pri teplote 0 — 4 °C.

Po priprave by sa kompetentné bunky mali vyhodnotit’ z hl'adiska uc¢innosti transformacie, rozdelit
na malé objemy (alikvoty), skladovat' pri vhodnej teplote (-80 °C), aby sa zachovala ich
zivotaschopnost. Vysledky st vyjadrené ako pocet vytvorenych kolonii (transformantov)
vzniknutych z 1 ug DNA, teda CFU/ug (CFU, angl. Colony Forming Units, pocet kolonii na
mikrogram pouzitej plazmidovej DNA). Tato hodnota zéavisi od typu buniek pouzitych na
transformaciu, donorovej DNA (Cistota, kompaktnost, vel'kost), sposobu pripravy buniek (CaCl,,
DMSO, atd’.) a od niektorych inych faktorov. Optimalna u¢innost' na 1 pg DNA sa pohybuje medzi
1 x 10* az1l x 10" CFU/ug DNA pridanej k obsahu. Maximalna G&innost transformacie
bakterialnych kmetiov E. coli dosahuje hodnoty 10° — 10" CFU/pg.

Pre konzistentnost’ a Gisporu ¢asu st vopred pripravené kompetentné bunky dostupné Kk zakupeniu z
komer¢nych zdrojov.

Ligacia DNA

Jednym z najdolezitejSich krokov v procese klonovania je ligacia linearnej DNA do klonovacieho
vektora (Obrazok 44). Tato schopnost spajat’ fragmenty DNA pomocou rekombinantnej
technologie je nevyhnutna pre mnohé zakladné experimenty v biotechnoldgii (expresia proteinu,
mutagenéza, analyza génov a vzt'ahy medzi Struktarou a funkciou génov).

Komerc¢ne dostupné stipravy na ligdciu DNA obsahuju ¢inidla potrebné na zvySenie konzistencie
ligacie. Tieto supravy obsahuji T4 DNA ligazu (izolovana z buniek E. coli infikovanych
bakteriofagom T4), enzym pre prakticky vSetky klonovacie ucely, pretoze ma schopnost’ ligovat’
kohézne aj tupo zakoncené vlakna DNA. Stprava tiez obsahuje tlmivy reakény roztok s obsahom
Mg?* i6nov, sterilnii vodu, kofaktor ATP. Sugastou stpravy je aj ligacna kontrolnd DNA, ktora
slazi ako kontrola liga¢ného procesu. Optimalna teplota ligacie je 16 °C. Je mozné ligovat
komplementarne kohézne konce ako aj tupé konce. V druhom pripade je nutné pouzit’ 100-nasobné
mnozstvo ligazy.

Ligacia DNA sa prakticky uskuto¢niuje inkubaciou fragmentu DNA (po Stiepeni restrikénymi
endonukleazami) s vhodne linearizovanym klonovacim vektorom v tlmivom roztoku a ostatnych
vysSie spomenutych komponentov vrazane DNA T4 ligazy.

Pri tvorbe rekombinantnych molekal DNA je potrebné postupovat tak, aby pocas ligacie vektorov s
inzertovou DNA vznikalo v reakcii ¢o najviac rekombinantnych molekul (vektor + inzert) a ¢o
najmenej samotnych vektorov (vznikajicich recirkulaciou linedleho vektora). MnoZstvo
rekombinantych molekul v liga¢nej reakcii je mozné zvysit pomocou viacerych postupov:

1. ZvySenim koncentracie donorovej DNA oproti koncentracii vektora (optimalny pomer molekul
vektora a inzertu v ligacii je 1 : 3);

2. Opracovanim linearizovaného vektora alkalickou fosfatdzou, ¢im sa odstrania fosfatové skupiny
na 5 konci DNA. Pri ligovani si 5' fosfatové skupiny potrebné na vytvorenie kovalentnej vizby
medzi dvoma molekulami DNA. Pri ligéacii vektora s cudzorodou DNA sa kovalentna vizba vytvori
len na jednom vlakne, ale takato védzba plne postacuje na transforméciu. Samotny defosforylovany
vektor vSak nemoze ligovat' (vytvorit’® kruhovii molekulu) a u¢innost’ transformacie linedrneho
vektora je oproti kruhovej molekule nizka;

3. Stiepenim  vektora aklonovanej DNA  dvoma restrikénymi  endonukledzami
s nekomplementarnymi pre¢nievajucimi koncami. Vektor a inzert maju preto na kazdom konci
unikatny vzajomne komplementarny koniec aje mozné ich spojit. Ligdcia vzdjomne
nekomplementarnych koncov v ramci molekuly vektora vSak nie je mozna.
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Obrazok 44 Schéma vzniku rekombinantnej molekuly DNA procesom ligacie.

Transformacia DNA

DNA pouzité k transformacii musia byt vo forme neposkodenych dvojvldknovych fragmentov
o molekulovej hmotnosti 0,3 — 8 x 10°.

Dve najpopularnejSie metody bakteridlnej transformacie su transformécia teplotnym Sokom
(chemicka transformacia) pre chemicky pripravené kompetentné bunky a transformacia
elektroporaciou elektro-kompetentnych buniek. Vyber transformac¢ného pristupu zavisi od
pozadovanej UCinnosti transformdcie, experimentdlnych cielov a dostupnych zdrojov
kompetentnych buniek.

Pred zacatim samotnej transformacie by sa mali kompetentné bunky rozmrazit’ na I'ade a malo by sa
s nimi zaobchadzat’ opatrne, aby sa zachovala ich Zivotaschopnost. Bunky je mozné premiesat’
jemnym pretrepavanim, poklepavanim alebo pipetovanim, ale treba sa vyhnit' mieSaniu vortexom.

a) Pri chemickej transformacii sa kompetentné bunky zmiesaju s plazmidovou DNA a inkubuji na
'ade pocas 5 az 30 min. (max. 1 hod.). Pre uspe$nti chemicku transformaciu sa odporuca 50 —
100 pl kompetentnych buniek a 1 — 10 ng DNA. Ak sa ako transformujiica DNA pouzije liga¢na
zmes (Casto postacuje 1 — 5 pl), Cistenie pred chemickou transforméciou sa vo vSeobecnosti
nevyzaduje. Je dolezité poznamenat’, Ze ligatné zmesi mozu viest’ k ti¢innosti transformacie len
1 - 10 % v porovnani s transformaciou s intaktnou plazmidovou DNA v superspirale. V d’alSom
kroku sa transformac¢na zmes (kompetentné bunky a DNA) kratko vystavi zvysenej teplote, ¢o
je proces zndmy ako teplotny Sok, proces dolezity pre otvorenie porov bunkovej membrany
kompetentnych buniek pre prijatie DNA. Teplotny Sok sa vykonava pri teplote 37 — 42 °C pocas
25 — 45 sek. (podla poziadaviek pre pouzity bakteridlny kmenn a DNA). Teplom Sokované
bunky sa potom vratia na I'ad na > 2 min. pred d’alsim krokom.

b) Elektroporacia zahifa pouzitie elektroporatora na vystavenie kompetentnych bunick a DNA
kratkemu impulzu vysokonapidtového elektrického pola (~10 kV/cm), ¢o indukuje
sprechodnenie pérov v bunkovych membranach pre vstup DNA do buniek. Elektroporacia
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prebieha v $pecialnych kyvetach (1 mm) uréenych na takyto typ transformacie (Obrazok 45).
pre kazdy mikroorganizmus sa urcuju Specifické podmienky elektroporacie. Pouzivana DNA by
mala byt rozpustend v nizkovodivej deionizovanej vode (5,6 uS/m).

Pre aspesnu elektorporaciu baktérii E. coli sa odporaca 80 — 100 ul elektrokompetentnych
buniek a5 - 10 ng DNA. Nadstavenie parametrov pristroja je nasledovné: elektricka kapacita je
C = 25 pF, odpor R = 200 Q , napdtic V = 2,5 kV. Po elektroporacii sa k bunkam prida
kvapalné LB médium (alebo SOC) bez antibiotika a vzorka sa inkubuje 1 hod. pri teplote 37 °C
( pripadne 2 — 3 hod. pri 30 °C) na trepacke pri 250 rpm. Po inkubAcii sa na Petriho misky
s LBA a prislusnym antibiotikom a vyseje pripravena zmes a platne sa inkubuji v termostate
cez noc pri teplote 37 °C, pripadne pocas 24 hod. pri teplote 30 °C.

Pre kvasinky P. pastoris je postup podobny ako pri baktériach s mensimi obmenami, hlavne pri
nastaveni parametrov elektoporacného zaradenia, ktoré su nasledovné: elektricka kapacita C =
25 uF, odpor R = 600 Q , napitie V = 2,0 kV. Plazmidova DNA kvasiniek sa po linearizacii
a preCisteni (postup v cCasti ,,Nukleové kyseliny) prida k elektrokompetentnym bunkam
v mnozstve 5 — 10 pg. Po elektroporacii sa k bunkam prida 500 pl 1 M sorbitolu a bunky sa
nechaju kultivovat’ pocas 1,5 hod. pri 28 °C na trepacke pri 250 rpm. Nasledne Ssa zmes vyseje
na Petriho misky s tuhym YPD médiom a obsahom antibiotika (zeocinu 0,1 mg/ml) a misky sa
nechajt inkubovat’ v termostate pri 28 °C poc¢as 3 — 5 dni.

Pred elektroporaciou je vhodné dat si vychladit' (vymrazit) -elektorporacnu dosticku
a elektroporacné kyvety do Tadu alebo mrazni¢ky na -20 °C. Pri elektroporacii je potrebné
sledovat’ a zapisovat konStantny ¢as (Casovu konstantu, ktora zavisi od celkovej vodivosti
vzorky). Idealne hodnoty st pre E. coli 4 — 5 msek a pre P. pastoris 4 — 6 msek.

#
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Obrazok 45 Elektroporacné kyvety.

Obnova transformovanych buniek

Po teplotnom Soku alebo elektroporacii sa transformované bunky kratkodobo kultivuju v tekutom
médiu bez antibiotik, aby sa umoznila expresia génu(ov) antibiotickej rezistencie zo ziskaného
plazmidu. V tejto faze dochadza k zlepSeniu zivotaschopnosti a pomnozeniu bakteridlnych buniek
a zéaroveinl sa zvySuje ucinnost’ klonovania.

V pripade elektroporovanych buniek sa odportic¢a pestovanie buniek ¢o najskor, pretoze
elektropora¢né roztoky nie st dizajnované na dlhodobé prezitie buniek. V kroku obnovy sa
transformované bunky kultivuja v max. 1 ml predhriateho kultivatného médium (LB médium, SOC
ainé) pri teplote 37 °C. Kultivatné médium SOC s obsahom glukézy a MgCl, sa odporaca pre
maximalizaciu t¢innosti transformacie, pricom moéze zvysit' tvorbu transformovanych kolonii 2- az
3-nasobne v porovnani s LB médiom.
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Identifikacia transformantov a selekcia rekombinantov

Po vytvoreni rekombinantnych molekul aich transformacii od donora do hostitel'skych buniek
(recipient, napr. E. coli) je potrebné identifikovat’ klony obsahujice spravne molekuly DNA. Proces
selekcie transformantov vyuziva to, ze Vv hostitel'skej bunke sa replikuji a zaroven exprimuji nielen
gén/y zaujmu (inzert/y), ale zaroven aj gény pre rezistenciu na antibiotikum. Z tohto dévodu sa
transformované bunky najCastejSie selektuju (selekcia transformantov od netransformantov) na
rastovych podach (pevnych médiach) s pridanim antibiotika, pripadne kombinaciou antibiotik
(vyber antibiotika zavisi od toho, aké gény rezistencie plazmid nesie). Najbeznejsie sa uskutocnuje
selekény tlak pridanim antibiotik: ampicilin, kanamycin, streptomycin, a pod.. Identifikacia klonov
s plazmidovou DNA je zabezpeCena tak, Ze na médiach obsahujtcich prislusné antibiotikum
vyrastu len tie baktérie, ktoré obsahuju plazmid kddujuci gén rezistencie voci tomuto antibiotiku.

Dalsim krokom pri praci s rekombinantnou DNA je odlidenie klonov obsahujiicich rekombinanty
(plazmid zlozeny z vektora a inzertovanej cudzorodej DNA) od koldnii s pévodnym vektorom. Na
selekciu rekombinantov sa pouzvaju fenotypové metody, ktoré umoznuju vizualne odlisit’ tieto dva
typov transformantov. Selekcia rekombinantov mdze byt negativna, pozitivna, neutralna.
Oblibenou vizualiza¢no-identifika¢nou mtodikou je tzv. modro-biely skrining, ktory vyuziva
enzymaticku aktivitu enzymu [-galaktozidazy (Obrazok 46). Na selektivne agarové médium sa
pridajoc  roztoky dvoch chemickych latok IPTG a X-gal. IPTG (izopropyl-B-D-1-
tiogalaktopyranozid) je synteticky derivat laktozy, ktory je, podobne ako laktéza, induktorom
expresie B-galaktozidazy. Na rozdiel od laktézy ho vsak bunka nevie metabolizovat’ na gluko6zu, ¢o
spdsobi permanentntl expresiu B-galaktozidazy (keby sa pouzil ako induktor laktéza, asom ddjde
ku katabolickej represii). X-Gal je zase ina synteticka zlti¢enina (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-
D-galakto-pyranozid), ktora sa uc¢inkom B-galaktozidazy rozklada na produkt farbiaci koloniu do
modra. Z uvedeného vyplyva, ze bunky obsahujliice tvz. prdzdny plazmid exprimuji funként B-
galaktozidazu a budu tvorit’ na miskach s médiom obsahujicim IPTG a X-Gal modré kolonie, zatial
¢o bunky obsahujice rekombinantny vektor s inzertom s preruSenym ¢itacim ramcom lacZ budu
tvorit’ biele koldnie, ktoré nas zaujimaju.

Z praktického hl'adiska sa bunky po namnozeni v tekutom médiu nanesu na tuhé LB médium
sobsahom agaru (LBA) s vhodnym antibiotikom/antibiotikami alebo inymi ¢inidlami na
identifikéciu a ziskanie uspeSnych transformantov. V pripade modro-bielého skriningu do agarovej
platne pridavame aj X-Gal a IPTG.

Pred nanesenim buniek (bunkovej suspenzie) by sa platne mali predhriat’ na priazniva rastova
teplotu (37 °C pre E. coli) a mali by byt’ bez kondenzécie, aby sa zabranilo kontaminacii a vzniku
zmieSanych kolonii. Bunkovu suspenziu nanaSame priamo na stred platne s tuhym médiom
a pomocou sterilnej hokejky rozortieme po povrchu média. Petriho misky uzavrieme, utesnime
parafilmom (pre eliminaciu vniku kontaminantov) a pri optimalnej teplote pre prislusné baktérie
(37 °C pre E. coli) staticky kultivujeme v inkubatore alebo termostate cez noc.

Po selekcii klonov s pritomnou rekombinantnou DNA od prazdnych vektorov, je d’al§$im krokom
vyber rekombinantov so spravnym inzertom. V zavislosti od ciel'a experimentu je mozné vybrat’ si
vhodny pristup k analyze klonov z metdd restrikénej analyzy, sekvenovania, hybridizacie DNA
sondami so znamou sekvenciou, detekcie fenotypovych znakov alebo imunochemickych metod
detekcie pritomnosti klonovanych proteinov.
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Obrazok 46 A — princip inzercie cudzorodej DNA (inzertu) v procese transformacie bakterialnej bunky E. coli, B —
schématicky postup pri prevedeni modro-bielej selekcie rekombinantov.
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Obrazok 47 Znazornenie casovej navaznosti metodik pre proces klonovania.

Uloha: Priprava kompetentnych buniek E. coli pre transformaciu teplotnym
Sokom
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Chemikalie:

e 1M CaCl, (zasobny roztok filtrovat’)

e 0,1 M CaCl; (pracovny roztok)

e 0,1 M CaCl;, a 15 % glycerol (pracovny roztok)

Pracovny postup:

1. noc¢nu kultiru si pripravime inokulovanim 100 pl bakteridlnej glycerolovej konzervy do 5 ml
tekutého LB média alebo odpichnutim jednej kolonie z pevného LBA média v Petriho miske
pomocou sterilného Sparadla, ktoré umiestnime do tekutéko LB média (5 ml)

2. inokulum nechame rozrast’ v rotatnom inkubatore pri 200 rpm a teplote 37 °C cez noc (12 — 16
hod.), vznikne nam tzv. no¢na kulttra

3. 1 ml z no¢nej kultary prenesieme do Erlenmayerovej banky s obsahom 50 ml LB média a opat’
inkubujeme pri 200 rpm a teplote 37 °C

4. bunky E. coli nechame rozrast’ pri OD600 v rozmedzi 0,4 — 0,6, pocas priblizne 2 hod.

5. prenesieme Erlenmayerova banku do I'ad a ochladime pocas na 10 min.

6. v 50 ml centrifugaénej skimavke odtredime 40 ml ochladenej kultury pri 4 000 rpm, teplote 4
°C pocas 10 min.

7. odstranime supernatant a bunky jemne rozsuspendujeme v 20 ml 'adovo vychladeného roztoku
0,1 M CaCl,

8. vzorku centrifugujeme pri 4000 rpm, teplote 4 °C pocas 10 min.

9. odstranime supernatant a bunky nechame inkubovat’ poc¢as 2 hod. na l'ade

10. bunky rozsuspendujeme v 5 ml 'adovo vychladeného roztoku 0,1 M CaCl, s 15 % glycerolom,
dokladne premieSame a rozdelime na alikvoty (100 pl)

11. kompetentné bunky mdéZeme pouzit’ priamo na transformiciu alebo uskladnit’ pri -80 °C

Uloha: Priprava rekombinantnej DNA pomocou T4 DNA ligazy pomocou

komercéne doStUPNE] SUPTAVY...ccceiccrerecsssressssssssasessssossasssssssssssssossssssssssossasssssasssasscssnns

J\Y BX 0§ 11 TR
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Pracovny postup:

Tabul’ka 21 Ligacna zmes.

Liga¢na zmes

ZloZzka Objem

liga¢ny tlmivy roztok ... ul

restrikény enzym .......ccocvvevcvvevccee e ul

DNAinzert L. ul

linearizovany vektor (DNA) ... ul

sterilmadd, 0 . ul

celkovy objem ul
POZNAMKY ..o
Uloha: Transformacia kompetentnych buniek E. coli plazmidovou DNA ..............
IMIALEITAL: ..o
POMOCKY: ... e
PriSEIOJe: ..o s
ChemiKAIIE: ...t
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Pracovny postup:

Priprava médii a LBA platni

1.

2.

w

o ~

po priprave tekut¢ého LB média s upravenym pH (7,0), z jeho Casti pripravime LBA médium
pridanim agaru

LB aj LBA média rozlejeme nasledovne:

po 20 ml LB do Erlemayerovych baniek

po 100 ml LBA bez antibiotika do reagen¢nych flia$

kultivacné média sterilizujeme autoklavovanim (po vychladnuti uchovavame v chladnicke)

pred samotnou pracou v mikrovinke alebo vo vodnom kupeli rozvarime 100 ml pevného média
LBA vo fTasi s pootvorenym vrchnakom, kym sa nerozpusti agar, médium nechame otvorené
vychladnat’ na ~ 50 °C v laminarnom boxe/Biohazarde

do 100 ml vychladnut¢ého (nie stuhnutého) LBA média pridame prislusné
antibiotikum/kombinAciu antODIOtIK. .........ccververiirrireieieieie e
pre selekciu transformantov, v pripadne modro-bielej selekcie priddme aj 100 uM IPTG a 40
mg/ml X-Gal

zmes dokladne premieSame a rovnomerne rozlejeme do Styroch Petriho misiek

v pootvorenych Petriho miskach nechame tuhnit’ LBA

pred stansformaciou si do boxu pripravime sterilné hokejky, ocka, Sparadla a iné pomdcky a
Z chladnicky si vyberieme tekuté LB médium, ktoré nechdme temperovat’ na laboratornu teplotu

Transformdcia kompetentnych buniek:

1. mikroskimavku (alikvot) sobsahom 100 ul kompetentnych buniek (E. coli) vytiahneme
z hlbokomraziaceho boxu (-80 °C) a uchovavame na 'ade pre pomalé rozmrazenie!!! Pracujeme
Vv laminarnom boxe/Biohazarde

2. ku 100 pl kompetentnych buniek pridame 0,5 — 1 pl plazmidovej DNA .......cccoeviiiiiiienen. :
jemne Spi¢kou premiesame a transforma¢nt zmes ulozime na I'ad podobu max. 60 min.

3. mikroskiimavku s transforma¢nou zmesou vlozime do vodného alebo suchého kupela
(inkubator) a inkubujeme pri teplote 42 °C pocas 40 sek. =, teplotny Sok*

4. transformaénu zmes nasledne opét’ premiestnim do 'adovej drte a inkubujeme 2 min.

POZNAMKY ...

Uloha: Obnova transformovanych buniek E. coli

J\Y 21 <) 1 T

L O (1<) 111 < 1T
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Pracovny postup:

1. Kk transformaénej zmesi pridime 900 ul kvapalného LB média, dokladne premieSame

2. vzorku inkubujeme pri teplote 37 °C pocas 1 hod. (bunky E. coli nechame rozrast’) v termostate
spolu s Petriho miskami srozliatym LBA s prislusnymi antibiotikami (je vhodné ked
transformacna zmes a LBA platne budu mat’ rovnaku teplotu)

3. po namnoZzeni buniek nanesieme transforma¢nu zmes na Petriho misky s pevnym LBA médiom
S prislusSnym antibiotikom/kombinaciou antibiotik v réznych objemoch 25 pl, 50 pl, 150 ul a
250 pul

4. zmes v u¢enom objeme opatrne rozotrieme po povrchu LBA média pomocou sterilnej hokejky

5. Petriho misky s popisanymi informaciami (datum, hostitel'sky kmen, plazmidova DNA)
uzavrieme, utesnime parafilmom

6. platne kultivujeme v prevratenej polohe cez noc pri teplote 37 °C

POZNAMKY ...

Uloha: Identifikacia transformantov a selekcia rekombinantov

J\Y B 1 0§ 11 LT

Pracovny postup:

1.
2.

3.

S

nasledujuci dent vyberieme misky z termostatu a vyhodnotime uspesnost’ transformacie
zvyraznime si tie kolonie buniek (kolonie transformantov), ktoré chceme naockovat’ do tekutého
LB média (pre namnoznie a d’al$iu izolaciu plazmidovej DNA)

vopred si vytiahneme z chladnicky 20 ml kvapalného LB média do sterilného boxu, po
prirodzenom ohriati pridame prisluSné antibiotikum ...........ccccoiiiiiiiiin
a zmes dokladne premieSame

zmes rozpipetujeme po 4 ml do viacerych sterilnych sklenenych skiimaviek

sterilnym S§paradlom otrieme vybrant koloniu transformantov avhodime do LB média
v skiimavke

vzorku inkubujeme na trepacke s termostatom pri 140 rpm a teplote 37 °C cez noc, takto
vytvorime Cerstvu ,,no¢nu kultaru®
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Otazky:

1. Definujte pojem vektor.

2. Vymenujte najdolezZitejsie casti vektora.
3. Co pomeniiva pojem inzert?
4

. Aky mad vyznam gén selekcie pre antibiotikum, ktory nesie plazmid v technikach klonovania

DNA?

Akd je vhodna velkost vektora pre klonovanie DNA?

Vymenujte kroky procesu klonovania DNA.

Popiste co su to kompetentné bunky a akymi sposobmi je mozné ich pripravit.
Definujte pojem transformacia.

9. V com sa vyjadruje ucinnost transformdcie a akd je jej optimalna hodnota?

10. Co sa deje pri teplotnom Soku pocas transformdcie?

11. Aké poznate metody transformacie kompetentnych buniek?

12. Popiste princip chemickej transformacie.

13. Aky ma vyznam faza obnovy transformovanych buniek . Co sa deje v tomto kroku?
14. Akym sposobom sa selektuju transformanty od netransformantov na LBA médiu?

o No G

15. Akou metédou je mozné jednoducho odlisit rekombinantov of transformovanych buniek, ktoré

neprijali cielovit DNA?
16. Popiste princip selekcie rekombinantov po pridani IPTG a X-Gal.
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LABORATORNY PROTOKOL (pokyny)

elektronicky protokol vypracovava kazdy Student samostatne a odovzda ho na e-mailovu adresu
VYUCWJUCENO .o @ podla templatu (vid’ nizSie). Protokol mé byt
strucny, vecny odborny a prehl'adny s vyznamnym dérazom na vysledky prace a diskusiu.

Nazov (Times New Roman, 14, tu¢né), text (Times New Roman, 12, riadkovanie 1,5)

Laboratdérny protokol obsahuje nasledovné Casti:

e Titulna strana: podla vzoru (na konci dokumentu)

e Nazov laboratorneho cvicenia: vystizny ndzov dané¢ho cvicenia

e Ciel’ prace: jednotlivych cvi¢eni/metodik je definicia toho ¢o Student pomocou danej metodiky
chce dosiahnut/zistit’

e Metodika: Student popiSe (autorsky plural, teda minuly ¢as v mnoZnom ¢isle) postup
jednotlivych krokov, ktoré presne (vratane odchylok a modifikacii od pracovného navodu)
vykonaval v laboratoriu na dosiahnutie stanoveného ciela. Metodika je Clenend na casti -
pouzity material (biologicky material, plasty, sklo a pod.) — pomdcky —  pristroje —
chemikalie/roztoky — vypolty — pracovny postup.

e Vysledky: Student popise slovne dosiahnuté vysledky vlastnej prace spolu s odkazmi na pouzité
(vlastné) obrazky, grafy, tabulky.

Grafy a obrazky (zarovnanie na stred, ndzov a popis sa uvadza pod grafom/obrazkom,
zarovnanie na stred, pismo Times New Roman, velkost’ 12).

Obrazok 1. Kolonie transformovanych buniek Escherichia coli na pevnom LBA médiu po 24
kultivéacii pri teplote 37 °C.

Tabulka (zarovnanie na stred, ndzov a popis sa uvadza nad tabulkou, zarovnanie na stred,
pismo Times New Roman, velkost’ 12).

Tabul’ka 4. Teplotny rezim pre PCR reakciu detekcie referenéného génu B-tubulin v jaémeni.

Krok Teplota Cas Pocet
cyklov
Pociato¢na denaturacia 95 °C 3 min 1
1.Denaturdcia 95 °C 30s
2. Hybridizacia 58 °C 30s 30
3. Polymerizacia 72 °C 45 min
Ukoncenie 72 °C 10 min 1

e Diskusia: student zhodnoti dosiahnuté vysledky a vysvetli ¢o zuvedenych vysledkov
vyplyva. Do diskusie Student zahrnie konfrontaciu ocakavanych a redlnych vysledkov prace
(odévodni z akych pricin (vlastné chyby pri praci, pristrojové poruchy apod.) neboli
dosiahnuté o¢akavané vysledky).

e Zaver: Student strucne zhrnie vyznam vysledkov a odpovie na naplnenie stanovenych ciel'o
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