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Pred z&atkem prace v laboratidby studenti ndli znat pravidla prace a bezpwsti v
Laboratdi molekularni biologie.

V laboratdi je zakazano jist, pit a ktit

Studenti musi mit pla&Stprezivky a rukavice.

Nepovolené experimenty jsotigne zakazany.

UdrZujte laboratbcistou a uklizenou.

Zkontrolujte fistroje. Pokud je jakykoliv problém stigtroji, nepouzivejte ho a
informujte Skolitele.

Pokud pi pouzivanicést vybaveni selze, okamZiinformujte Skolitele. Nikdy se
nepokousejte wgSit problém sami, protoZze byste mohli zranit nejeloe ale i ostatni.
Pred odchodem z laborawpo sob uklid’ pracovni plochu.

Pred ochodem z laboratvypréte vSechny elektrickérfstroje a umyjte si ruce.
Pokud mate &aké pochyby, zeptejte se Skolitele.

Pozorr ctéte etikety.

Nikdy piimo negic¢ichavejte k latkam. iectéte si etiketu (pro zjighi obsahu). Nikdy
neochutnavejte chemikalie!

Zjistéte, kde je v laboratoumistn hasici pistroj a zdroj vody a jak je pouZivat.
Zamestnanci a studenti jsou povinni manipulovat jedgrat t¢kavymi a pachnoucimi
latkami vyhrads v digestdi.

Pouzivané chemikalie a reagencie vracejte vzdyistonodkud jste je vzali.

Zvlastni opatrnosti jef¢ba dbat p manipulaci s otesenym ohgm, hdlavinami,
Ziravinami a jedovatymi latkami.

Nehody nebo porani hlaste ihned Skoliteli a vipadt potteby poskytite okamzZig
prvni pomoc.

Reagetini roztoky se odlévaji z reagarich lahvi na stranodvracené od signatury
tak, aby se neposkodil Stitek na lahvicheny napis a s tim spojendipadna zarna
muze mit nebezmé nasledky.

Koncentrované kyseliny, zvl@kyselina sirova, seedi viévanim kyseliny do vody.
Kyselina se filéva tenkym proudem a za stalého promichavaniokozsklenou
tycinkou.

S latkami drazdivymi, pachnoucimi a jedovatymi (naghlor, chloroform, sirouhlik,
aj.) a s latkami snadno v&fivymi (napé. benzin, aceton, aj.) se musi pracovat vidob
odsavané a zapojené digdsto

Toxicky i netoxicky odpad vyhazujte do nadob k toasenych!

VSichni, kteégi v laboratdi pracuji, budou respektovat vySe uvedena pravadiaidou
sefadre zapisovat do prezéni knihy.



Zkontrolujte, zda Agilent DNA 1000 kit obsahuje nasedujici polozky
DNA Chips DNA 1000 Chemikalie

25 DNA Cipt (zlutd) DNA 1000 Ladder

1 Elektrodovygisti¢ (zelend) DNA 1000 Markers 15/1500 bpaf2vicky)
Syringe Kit @© (modra) DNA Dye Concentrate (1 latiwy)

1 injektor @ dervena) DNA Gel Matrix (3 lahiky)

3 Spin filtrani zkumavky

Podminky pro skladovani kitu

* VSechny chemikalie a s¥si, které jsou saiésti kitu, uchovavejteipteplog 4°C, aby
nedochazelo k jejich znehodnoceni

e Barvicky a sngsi obsahujici barvici slozky uchovavejte mima@tkw Ochranné obaly
odstraiujte pouze i pipetovani. Pokud jsou tyto latky vystavenythy, dojde k jejich
znehodnoceni.

Pristojové vybaveni

« Cipovaci prajmovaci statnice (priming station)
* |IKA michadlo (vortex mixer)

DalSi materialové vybaveni

e Pipety (10ul, 100pul @ 1000ul) a kompatibilni sterilni Sgky
e 0,5 ml mikrozkumavky proifpravu vzork
» Mikrocentrifuga

Priprava vzorki

* Pro bezchybné stanoveni DNA koncentrace, celkaovezstvi DNA ve vzorcich musi byt
v rozmezi 0,5-50 ngl. Pokud je koncentrace vzorku vyrazmysSi, musi byt vzorek
nareckn na doportienou koncentraci.

* Pokud je analyzovana restrikce digestidgite EDTA nebo zalejte pro inaktivaci
restrikkniho enzymu dle pokyn vyrobce. Restriéni endonukledzy v kombinaci s
nechelatovymi ionty kav miazZou zpisobit degradaci integrovanych DNA marker



Pred z&atkem pipravy protokolu procip, zkontrolujte, zda prajmovaci stanice (priming
station) a bioanalyzér jsou spr&umastavené aripravené k pouZziti.

Je nezbytné:

* pii pouziti nového DNA kitu vyrénit injektor uc¢ipové prajmovaci stanice
* upravit spodni desktipové prajmovaci stanice

* upravit spodni svorku injektoftipové prajmovaci stanice

e upravit¢ip selektor bioanalyzéru

* nastavit vortex mixer

* spustit softwareigd nanasenim vzaiknacdip.

POZNAMKA: The Agilent DNA 1000 analyza je velicetloia analyza.Ctéte pelivé prilozenou girucku a
pracujte dle pokuin

1 Vymeénte stikacku:
a Vysroubujte pouzitou sikacku z vika prajmovaci stanice.
b Uvolnéte pouzitou stkacku ze svorky a vyhdte.
¢ Odstraite plastovy obal z nového injektoru a zasudo svorky.
d Vsuite do adaptéru a nasSroubujte do prajmovaci stanice.

2 Nastaveni zakladni desky:
a Otewvetecipovou prajmovaci stanici zatahnutim zapadky.
b Za pouziti Sroubovaku povolte Sroubek na spodanstzakladni
desky.
c Zvedrete zakladni desku a u¥ee ot do polohy C, utahite
Sroubek.

3 Nastaveni svorky na injektoru:
a Uvolnéte paku na svorce a poste ji na dolni pozici.

POZNAMKA : Pro kazdy kit vymeéiite sti-ika¢ku.



Upraveni ¢ipového selektoru:

1 Otevete viko bioanalyzéru a ujide se, ze
elektrodova kartridz je vsunutd daigiroje, pokud
tomu tam neni, otd¢ete zapadku, vyjite kartridz a
vsuite elektrodovou kartridz.

2 Odstraite pouzityc¢ip a uvel'te ¢ip selektor do pozice

().

» Zachazejte a uchovavejte vSechny chemikalie podiukci uvedenych na etiketach
jednotlivych baleni.

» Vyvarujte se blizkosti zdr@jprachu a jinych kontaminahtv pribéhu analyz. Cizi
latky v reagenciich a vzorcich nebo kimpo v ¢ipu mohou narusSit spravny jiseh
analyz a ovlivnit vysledky.

* Uchovavejte vSechnainidla a slodeniny @i teplo& 4 °C, pokud je prav
nepouzivate.

» VSechn&inidla a vzorky nechte ustalitgd pouZzitim 30 minut v pokojové tepiot

e Barvicky a snési s barvicimi latkami chrde pred s¥tlem. Ochranny obal sundavejte
pouze pi pipetovani. Barviky jsou rozkladany, pokud jsou vystavenygtiy a sniZzuje
se tak intenzita signal.

* Pipetujte vzdy tak, aby Stka pipety byla na dhjamky. Umiséni pipety na siu
jamky miZe negativi ovlivnit vysledek.

* S novym kitem vzdy pouzijte novouiiiacku a novygistic elektrody

» Pripravenycip pouzijte nejpozgi do 5 minut, chemické latky se mohou vypeat a
mohlo by to negativhovlivnit vysledek.

* Nedotykejte se Agilent 2100 bioanalyzéru vilgthu analyzy a nikdy ho neundigte
na vibrujici povrch.



Priprava gelu (Gel-Dye Mix)

1. DNA dye concentrate (blu® ) a DNA gel matrixd® ) nechte fed z&atkem
analyzy 30 minut v pokojové teptot

IWARGWANE Nakiadani s DMSO

=Souasti kitu obsahuji latku DMSO. ProtoZe se bétaivaze na nukleové kyseliny, je jeita s touto
latkou jako potencionalnim mutagenem zachazetezitdl pozornosti.
=Pouzivejte rukavice a ochranti@ pracujte dle pravidel platnych pro praci v leiai.

=Nakladejte s DMSO s nalezitou opatrnosti, jakalold, ktera usnadije vstup organickych molekul
do tkani.

2. Vortexujte mikrozkumavku s modrymadkiem DNA dye s
concentrate (blu@ ) 10 sekund a centrifugujtestéle gel-dye mix
se, ze DMSO je kompletrroztate.

3. Pipetujte 25 pul dye concentrate (blu® 25 pl dye
z mikrozkumavky s modrym $kem do mikrozkumavky
sc¢ervenym vékem DNA gel matrix vial (red® ).
Skladujte nadale dye concentratetpplo® 4 °C.

4. Zavete viko mikrozkumavky, vortexujte 10 sekund. Vizualkontrolujte smichani
gelu a barviky.

5. Presuite mix barvéky a gelu do horni naddobky spin filtrd zkumavky. Tuto
zkumavku dejte do centrifugy a 8te 15 minut pi pokojove teplat ot&kach 6000
rpm.

6. Vyjméte filtr, ozn&te mikrozkumavku s datentipravy.

POZNAMKA: Je d ilezité, aby vSechny chemikalie pro nasledujici krokbyly ustaleny v pokojové teplog.
Chraiite barvi¢ku pied swtlem.
Vzdy pracujte s mnozstvim, které je pedepsané. Pouziti nespravnych objein povede
k nepitesnym vysledikim.
Pripraveny mix bardky a gelu je v dostat@ém mnozstvi pro 18pa. Tato snés musi byt spéebovan
béhemétyr tydni od data fipravy.
Chraite pipraveny mix bardiky a gelu ped sétlem a skladujte ip teplot 4 °C, pokud jej prav
nepouzivate.



Nanaseni mixu barvitka-gel

1 Mix gelu a barwiky nechte odstat 30 minutipokojové teplat. Po celou dobu chiite mix
pred sétlem.

2Vyjméte novycip z obalu a umiste tentoCip do prajmovaci stanice.
3 Pipetujte 9,0 pl mixu barsky a gelu do oznigné jamky.

4 Nastavtetasov& na 60 sekund, ujiste se, Ze pist je v pozici 1 ml a
zawete prajmovaci staniciifPsprdvném zaseni prajmovaci stanice,
zapadka cvakne.

5 Zatlaite pist injektoru sgrem dofi, dokud neni secvaknut svorkou.
6 Patkejte gesre 60 sekund a pak uvaite pist ze svorky.

7 Vizudélre zkontrolujte, zda je pist Zpv pozici 0,3 ml.

8 Cekejte 5 sekund, pak pomalu natétierzgt pist do pozice 1 ml.

9 Otevfetecipovou prajmovaci stanici.

10 Pipetujte 9,0 pl mixu bartka-gel do kazdé oziané jamky.

detailni vys¥étlenti).

Pokud pipetujete mix gelu a batky, ujistte se, Ze jste do Sy pipety nevtahly mozné usazeniny ze dna
mirkozkumavky s timto mixem. Vkladejte 8gpu pipety na dno jamkgipu pri rozdlovani mixu do jamek,
zabraiuje to vzniku vzduchovych bublin v jamkach. Vyvigeuse umisini Sptky pipety na strnu jamky, mohlo
by to negativa ovlivnit vysledek.

Mix barvicky a gelu chrte pred s¥tlem. Skladujte i 4°C pokud nepouzivate déle jak hodinu.

NanaSeni markeru

Pipetujte 51l z DNA markeru (gree® ) mikrozkumavky se zelenyickem do jamky ozngené se symbolem
Zelkiku (the ladder symbol) a do dalSich 12 jamalenych pro nanaSeni vzdrk

POZNAMKA: Zadna jamka nesmitgtat prazdna, jinak&h cipové elektroforézy nepréhne spravé Do
prazdné jamky fidejte 5¢I DNA markeru (gree® ) mikrozkumavky se zelenyitkem plus 1&l deionizované
vody.



NanaSeni Zebiku (ladder) a vzorki

1 Pipetujte 1 pl DNA ladder (yellot ) mikrozkumavise
Zlutym vickem do jamky s ozianim Zebiku (Iadder)¢.

2 Do dalSich 12 jamek pro vzorky pipetujte 1 pl vaoriebo
1 ul deionizované vody (nepouzité jamky).

UPOZORNENI Nespravna rychlost vortexovani
Pokud je rychlost vortexovantips vysoka, nize dojit k rozliti kapalin.

= Snizte rychlost vortexovani na 2000 rpm!

POZNAMKA: Pro ziskani optimalnich vysetlkpH vzorki by se nglo pohybovat v rozmezi 6 to 9 a obsah
iontd by nengl byt 2x vyssi nez standardniho PCR pufru.

3 Casova nastavte na 60 sekund.

4 Umistte ¢ip horizontal v adaptaru IKA vortex a ujiste se, Ze j€ip dolre zafixovany.

5 Vortexujte 60 sekundipot&kach 2400 rpm.

6 Na dalSi strance je uvedeno, jakymuggbem vlozZit¢ip do pistroje Agilent 2100
bioanalyzér. Ujistte se, Ze elektroforézadee Ehem 5 minut.
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VloZeni ¢ipu do pristroje Agilent 2100 Bioanalyzér

1 Otevfete viko pistroje Agilent 2100 bioanalyzér.
2 Zkontrolujte, zda je spra¥rvloZzena elektrodova kartridzégp selektor je v pozici (1) (viz.
“Nastaveni Bioanalyzéru” strana. 8)

UPOZORNENI: Citlivé elektrody a moZnost poskozeni roztok jamkach. Zavirani vika silouthe zgisobit
poskozeni elektrod a poSkozerpu.

= nezavirejte viko bioanlyzéru silou a nenechte spatlviko na vlozenyip.

3 Opatrré umistte Cip do gistroje, spravna pozicgpu je jedna.

4 Opatrreé zawete viko. KartridZ s elektrodami byera perfekt zapadnout do jamek na
cipu.

5 Software screen 2100 expert ukaze pomoci zobrakekgonek vievo nahi@ v Instrument

o

Ze jste vlozilicip a Ze viko pistroje je zaiené.

ki HHI—:I of 18T et e

of b e vy -k Son e ik |
o Doamn ot caremnign and B e m
o s il recared brnrwen et

Gt 14 DRI WL ||

T, e - rrrrp— Har i | g | d:.ﬂ T
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Zacatek béhu ¢ipoveé elektroforézy

POZNAMKA: Pro vice detailnich informagitéte uZivatelskou firucku 'User's Guide', ktera je
souasti the Online Help of your 2100 expert software.

1V Instrumentvyberte poZzadovanou analyze z menu analyz (Assay)ne

me ._] e »
e Cemen Fulrynie Tobal RAA Nans. vsy defdes »
other "

proten b

RMA L]

2 Prijm¢te stavajiciFile Prefix nebo jej zminte. Data se budou automaticky ukladat do
souboru se jménem &iponou, kterou jste préwzadali. Sotasré je mozné upravit umi&ni
ukladani souboru a pet vzorki, které budou analyzovany.

— Destination

{* Default C:\...alvzer\2100 expert\Datal2005-11-22
. Custom C:\...alzer\2100 expertiDatal2005-11-22 I

File Prefix {2100 expert {max 16 characters)

—Data Acquisition Parameters
-
Run sample [1 to[12 =

3 Zmaknéte tlatitko Startv pravé horniasti okna a sptite analyzu. Fchozi signaly jsou
zobrazovany ¥nstrumentcontext.

O Start

4 Pro vkladani informaci o vzorcich jako jména vipekobsah, vybertBata File link, ktery
je zvyrazrny mode nebo jdte doAssay contexd vyberteChip Summaryab. Vypkite je
jména vzork do tabulky.

Sample MName Sample Camment Status Observation Result Label Result Color
¥ |Sample 1

Sampls 2
Sample 3
Sample 4
Sample 5
Sample &
Sample 7
Sample &
9 [Sampls 9
10 [Sample 10
11 [Sample 11
12 |Sample 12

@ [~ [ a1 [+ [ [ra

[ Chip Lat # | Reagentkitlot# |

Chip Comments

sample Information | Stody Information |

Impart... | Export... |

5 Pro kontrolusignalu se vréte dolnstrument

6 Po ukorteni kEhu cipové elektroforézy, vyjite ¢ip a zlikvidujte ho dle laboratornich
standard.
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UPOZORNENI Kontaminace elektrod
Pti zanechanéipu v bioanalyzéru delSi dobu nez 1 hodina {npgies noc) mze dojit ke kontaminovani
elektrod.

= Bezprostedre po dokoreni Ehu elektroforézy vyjréte ¢ip.

Cisténi elektrod po ukongeni béhu elektroforézy

Ihned po dokoeni analyzy, vyjrite pouzity ¢ip z péistroje a zlikvidujte dle
standardnich laboratornich pravidel. Poté pdite nasledujici Ukony tak, aby bylo
zabezpéena cistota elektrod (tzn. Ze na elektrodach tstala Zzadna rezidua z posledni
analyzy).

UPOZORNENI: Kapalina miZe Zstat mezi elektrodami

= Nikdy nephte elektrodovyisti¢ nadbyténym mnozstvim vody.

POZNAMKA: Pouzijte novy elektrodow§istic s kazdym novym kitem.
Po 5 analyzach vyprazéte a znovu nagte elektrodovyistic.
Po 25 analyzéach, nakite pouzity elektrodovyisti¢ novym.
Pokud ndnite typ analyzy, je nezbytné vicékthdné vyisténi mezi €mito analyzami.
V kapitole udrzba na CD Maintenance and Troubleshgdsuide najdete detailydasti Online Help
of the 2100 bioanalyzer software.

1 Pomalu a opatinaphte jednu jamku elektrodoveéligstice 350 pl deionizované vody
2 Otevfete viko a umiste elektrodovyisti¢c do istroje Agilent 2100 bioanalyzér.

3 Zawrete poklop a nechte ho zewy giblizné¢ 10 sekund.

4 Otevete viko a vyndejte elektrodovistic.

5 Patkejte dalSich 10 sekund, dokud se voda z elekteogpdi pied zaveni vika.

POZNAMKA:
Po 5 analyzach vyprazéte a znovu napte elektrodovistic.
Po 25 analyzach, nahi'te pouzity elektrodovyistic novym.

POZNAMKA:
Pokud ngnite typ analyzy, je nezbytné vicékthdné vyisttni mezi tmito analyzami.V kaptitole
udrzba na CD Maintenance and Troubleshooting Goajéete detaily ¥asti Online Help of the 2100
bioanalyzer software.
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DNA 1000 vysledky Zebiku (Ladderu)

Pro kontrola vysledku dhu elektroforézy, vyberte the Gel or Electropheangrtab vData
context. Elektroforeogram Z#hku (ladderu) by i ukazat podobné vysledky, které jsou
uveden v obrazku 1.

= o 100 [5}

Obréazek 1 DNA 1000 ladderu
Hlavni vlastnosti sprawnprobzhlé analyzy.
¢ 13 piki pro DNA 1000 Zetk.
* VVSechny piky doi® rozliSené a vyobrazené.
* Rovna zakladntéara.
 Spravna identifikace obou marker
Pokud je elektroforeogram Zgku neukazuje vysledek podobny obrazku 1, podivegtelo
2100 Expert Maintenance and Troubleshooting Guide.

DNA 1000 vysledky vzorki

Pro kontrolu vysledk jednotlivych vzorki, vyberte jméno vzorkv seznamu vSech vzarla
zvyrazrete Resultssub-tab. V oka by se ndl zobrazit elektroforeogram vzaika mel by byt
podobny jako na obrazku 2.

= B = oo 100

Obrazek 2 DNA pikyip spravném pibéhu elektroforézy

Hlavni vlastnosti sprawnprobzhlé analyzy.

» VSechny zobrazené piky byeéinbyt umisgéné mezi hornim a dolnim markerem. Pokud se
nekteré piky vyskytuji mimo toto rozhrani, podivejteo 2100 Expert User’s Guide or Online
Help.

* Rovné zakladnéara.

* Marker je gecte @i nejmensim 3 fluorescénimi jednotkami vySSimi nez u zakladsiry.

* Piky obou markermusi byt sprawarozliSeny(v zavislosti na vzorku).
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