Kultivace bakterii a izolace plazmidu
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Namichat LB agar — 35g/1 dH20. Déldam to v 500 ml lahvich, kam d4m 400ml roztoku.
Pof4dné& rozmichat! Vyautokldvovat na program tekutiny.

Misky: Sterilni LB-agar rozehidt v mikrovince — 5 min nejsiln&jsi, pak asi 30 min na
rozmraZovaci stupefi (jinak to vyvie). Rozmichat p¥ipadn& posledni celistvé kousky a dat
do vodni l4zn& na 45°C. Dale pracujeme ve flow boxu. Na bok je nutné misky popsat
»A* nebo ,,K*“. Nejlepsi postup se mi osvédil tento — je sice nejpomalejsi, ale je
nejpfesnéj3i a hlavné si nenadélas viude binec z agaru. LB-agar nesmi byt horky! Jinak se
inaktivuje antibiotikum. Naliju si 45 ml do vysterilizované zkumavky, ptiddam 45ul
ampicilinu nebo 225ul kanamycinu. Toto rozdélim do dvou 90mm Petriho misek. Nechat
alespofi 20 minut ve flow boxu s odchylenym vi¢kem. Pak schovame v pytliku do
lednice.

Redéni antibiotik: nutné pracovat po celou dobu na ledu!!!

Ampicilin: 1g (=2ml epp v krabiéce) rozmichat v 10 ml sterilni destilované vod& a
rozalikvotovat po 1 ml do 1,5ml epp.

Pii pouZiti po 250ul => 1 maxi kit) a 60 pul => 5 mini kit. Po kaZdém pouZiti napsat na
vicko te¢ku

Kanamycin: 100 mg rozmichat v 10 ml sterilni destilované vodé a rozalikvotovat po 1 ml
do 1,5ml epp.

Pfi prvnim pouZiti po 240ul => 4 mini kit. Znadeni a pouziti jako amp.

Davka antibiotik:

Ampicilin z ptipraveného aliquotu 1ul/1ml LB agaru/brothu, (fin. koncentrace 100 pg/ml)
Kanamycin z pfipraveného aliquotu Spl/1ml LB agaru/brothu (fin. koncentrace 50pg/ml)
Ockovani na agar: pracovat ve flow boxu

a) z tekutého média/zmrzlého stocku modrou kli¢kou nanést 10ul média s bakteriemi a
zelenymi kli¢kami rozockovat na 4 &4sti viz obr. Na kazkou &4st novou kllcku y

b) z agaru (to co pfijde z firmy) 200l §pickou zajet do viditelného B
vpichu bakterii a pfenést na agar (udglat $pickou 2-3 &ary) a rozotkovat | |
zelenymi klickami

Vlozit na 24 hodin do inkubatoru (bez CO2).

VZdy si pak agarovou misku schovdm (oblepit parafilmem a d4t do

lednice) pro pfipad, Ze by izolace nevysla — vyberu si pak jen jinou kolonii, ze které bud’
rovnou izoluju, nebo ji zoo¢kuji na novou ptdu.

Ockovani do LB broth: pracovat ve vypnutém flow boxu pfi plameni

Na MINI kit potfebujeme 12 ml média — do 50-100ml Erlenky/batiky, na MAXI kit
potfebujeme 250 ml médi — po pfidani atb rozdglit na dvé pfibliZné stejné poloviny do
250 ml Erlenek/banék. Vybereme si hezkou kolonii = nejsou kolem ni mikrosatelity, je
vE&t3i a je dost daleko od ostatnich, abychom nezasali do sousedni kolonie, a zelenou
kli¢kou tuto kolonii pfeneseme do tekutého agaru. Jestlize d&lam MAXI kit, nejprve si
kolonii dam do asi 5 ml LB broth s atb do 50 ml Erlenky a nech4m kultivovat alespoti 2
hodiny (miiZe byt pfes noc) a teprve potom toto rozd&lim do dvou pfipravenych 250 ml
Erlenek. Kultivace v tfepa¢ce na 220 rpmi, 37°C alespoti 16 hod.

Zamrazit vzorek bakterii! Pracovat ve vypnutém flow boxu pfi plameni. 300u1 40%
glycerolu (je pfipraveny na dlouhou dobu © udrZovat sterilni! P¥ipravi se z glycerolu a
destilované vody, vyautoklavovat na program tekutiny) + 300u1 média s bakteriemi do
zamrazovaci zkumavky — popsat: pofadové ¢islo, nazev, LB+atb, kat.¢., datum a iniciély
— lze vytisknout 3titek. Potadové &islo napsat vZdy i p¥imo na zkumavku! Zafadit do
krabi¢ky v mrazéku na -80°C.



8.

9.

10.

Mini kit dle navodu. Pracovat ve vypnutém flow boxu pfi plameni do kroku 4. Poté
pracovat v zapnutém flow boxu bez plamene, pfipadné lze i mimo flow box.

Maxi kit — Pracovat ve vypnutém flow boxu pfi plameni do kroku 4. Poté pracovat

v zapnutém flow boxu bez plamene, pfipadné 1ze i mimo flow box. Rozdélit 250 ml do 7
50 ml zkumavek — do 1 dat maximalné 40 ml média, jinak doch4zi v karbonovém rotoru
k uniku tekutiny. V jiném typu rotoru lze rozdélito po 45ml. Postupovat dle navodu, navic
jsem délala centrifugaci na 16000rpmi 1 min pfed 1. filtraci (mezi krokem 5 a 6)— cucky
totiZ filtr ucpavaji a je obtizné piefiltrovat vie. Peletku na konci rozpipetovat dle velikosti
v 150-300p1 TE bufferu. Po zméfeni koncentrace je optimalni nafedit plazmid do
koncentrace + 1000 ng/ul a rozdélit ro minimélné 2 epp.

Vyizolovany plazmid uchovavat v mrazéku na -20°C. Ja jsem si vzdy oddé&lila 10ul
plazmidu pro pfipadnou kontrolu a na tyto je zvlast’ krabi¢ka. Na zkumavce musi byt
nazev, datem a koncentrace, na vi€ku je pofadové ¢islo a pfipadné pfipsat MAXI. Lze
zavést systém Stitkii s podrobnéj$im popisem jako u stockd.

Transformace plazmidu

[
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Bakterie (Top10, Stbl3, DHS5alpha-jsou v -80) 30 min rozpoustét na ledu

50pl bakterii + 1pg (optimalné, lze pracovat i s men$im mnozstvim) plazmidu, zmixovat
v ruce a dat 30 min na led.

Inkubace 45s pfi 42°C (plotna=termoblok, vodni l4zefl) a na 2 min dat zpétky do ledu
Pfidat 250p] Sock média (udrZovat pfisné sterilni! Je to mald lahvi¢ka, ale pekelné draha)
a dat na 60 min kultivovat do shakeru pii 37°C. Jestlize jsme méli k dispozici méné nez
400pg plasmidu pro transformaci, pfidat jen 150ul Socku.

Ockovéni na agar - 50l na jeden a 250pl na druhy. Rozhokejkovat = tim modrym
plastem ve tvaru hokejky rozettit po celém povrchu. Jestlize méme jen 150ul, o¢kujeme
pouze na jednu misku.

Transformace plazmidu z papiru
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- Celou dobu ve flow boxu

Vystiihnout kolecko a dat do 2 ml epp

Napipetovat 100-200 pul EB/TE solution a parkrat pfepipetovat pfes papirek

Nechat 1-2 hodiny louhovat papirek v tekuting

Znovu propipetovat pfes papirek

Zméfit na Nanodropu — vytéZky jsou velmi malé! Napf. jen 20 ng/pl, ale i s tim se da
pokracovat v klasické transformaci.

Papirky vzdy schovat do lednice pro pfipad op&tovného pouZiti.

Restrikéni digest, loading a imaging gelu
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» Pokud to po vas nékdy n€kdo bude chtit, tak poproste Honzu Vrbského, at’ vam
vysvétli co a jak. Pfipadné se domluvte se mnou — popsat to na papir neni snadné...ale
zkusim zde napsat aspoii néco

Restrikéni digest = kontrola restrikénich mist plasmidu. Je potfeba znat velikost

restrik¢énich fragmentd.

a) Do 1,5ml epp smichame pfiblizn€¢ 500ng plasmidu, pufr (napt NCO1), fast digest
green buffer a do 10/15ul vody — jako 1. se do epp dé voda, pak green buffer 1ul, pak
spocitané mnoZstvi plazmidu a nakonec 1ul pufru

b) Smichat a na par vtefin sto€it a inkuboat v termobloku 10 min pfi 37°C



8. Loading go gelu — gel si pfipravite dle ndvodu a vloZite do né€j hieben. Jakmile je gel
tuhy, heben se vynda a do vzniklych direk aplikujete jako 1. Zebfi¢ek (ladder) a do
dal8ich plasmidy.

Gel uplné ponofit jamkami k — katodé&, nastavit 50 min a vic, pfiblizné
80V (tyto 2 udaje vzdy domluvit se zadavatelem — ¢asem budete védét sami — Cas a
voltaz zalezi na velikosti fragmenti) a sputit RUN
9. Imaging gelu
a) Vzit vani¢ku s gelem a vylit vodu
b) Pfenést do ChemiDocu — d4t tam jen gel! (ChemiDoc se nahtivé asi 10 min, takZe si
ho zapnéte pfedem)

¢) Na pocitadi spustit program Image Lab

» File — New protocol — Single chanel — sekect (zobrazi se gel — posunout tak, aby
byl cely vidét) — nuclei acid gel-syber green

» Run protocol— vidi§ gel s bandy — to miZe§ upravit (¢ernobilé sluni¢ko) — invert
image display V, highlit saturated pixels x

» Export — uloZim, kam to chci — uloZi (export for publications—export)

- Pokud neni dost rozbéhnuté — miiZe se gel vratit do vanicky a nechat ho zase bézet
tteba 30 min

- Sklo na ChemiDoc po praci umyt destilovanou vodou a utfit papirem do sucha



