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Obsah Kkitu a jeho skladovani

SureChIP kit obsahuje reagencie na provedeni 5 x 3 imunoprecipitacnich reakci
(se specifickou a negativni a pozitivni kontrolni protilatkou).

Kit je rozdélen do dvou casti, jedna je distribuovana pti RT a druha na suchém
ledu.

Reagent 17 a Reagent 18 pri prvnim rozmrazeni rozalikvotujte nebo v celku
nasledné kratkodobé (max. 1 mésic) skladujte pti +4 °C.

Reagent 10 (Proteinase K buffer) a kolonky na purifikaci DNA skladujte pri RT.
Reagencie, které maji byt skladovany pfi -20 °C, umistéte v mrazaku bez funkce
autoodmrazovanti.

Pri radném skladovani je garantovana funkcnost vSech slozek kitu do 1 roku od
data dodani.

Obsah casti dodavané pri RT

Mnozstvi | Reagencie Skladovani
20 ml Reagent 1: Formaldehyde (11%) buffer +4 °C
13 ml Reagent 2: Crosslinkong stop solution +4 °C
50 ml Reagent 3: Lysis buffer I +4 °C
50 ml Reagent 4: Lysis buffer II +4 °C
13 ml Reagent 5: Lysis buffer III +4 °C
13 ml Reagent 7: MNase buffer +4 °C
1,3 ml Reagent 9: MNase stop solution +4 °C
5,5 ml Reagent 10: Proteinase K buffer RT
40 ml Reagent 13: IP buffer +4 °C
170 ul Reagent 14: Portein A beads +4 °C
170 ul Reagent 15: Portein G beads +4 °C
31ul Reagent 16: BSA +4 °C
40 ml Reagent 19: Wash buffer | +4 °C
20 ml Reagent 20: Wash buffer I +4 °C
24 ml TE buffer +4 °C
39ul Glycogen +4 °C
500 ul NaAc +4 °C
26 ml DF buffer +4 °C
23 ml Wash buffer +4 °C
31Kks Kolonky na purifikaci DNA RT

Obsah casti dodavané na suchém ledu

MnoZstvi | Reagencie Skladovani
230ul Reagent 6: PIC -20 °C
16,5 ul Reagent 8: MNase (20 U/pl) -20 °C
57 ul Reagent 11: RNase | -20 °C
65 ul Reagent 12: Proteinase K -20 °C
60 ul Reagent 17: Negative Ab (rabbit IgG) -20 °C
60 ul Reagent 18: Positive Ab (anti H3) -20 °C
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Schéma usporadani reagencii v baleni dodavaném pri RT

Reagent 3 Reagent 4 ent DF Buffer
Lysis buffer I Lysis buffer I Formaldehyde Crosslinking
(11%) buffer stop solution

Reagent 5 Reagent 7 Wash
Lysis buffer I1 Mnase buffer Buffer

Protein A Protein G
beads beads

Gl N A
Reagent 20 . @ ycogen NaAc

Wash buffer I BSA

@ @ Mnase stop
solution

Reagent 13
[P buffer

Reagent 19
Wash buffer I

Reagent 10
Proteinase K
buffer

Schéma usporadani reagencii v baleni dodavaném na suchém
ledu

PIC MNase RNasel

Proteinase K Pos. Ab Neg. Ab
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Reagencie, které nejsou soucasti kitu

37% Formaldehyd (napt. Amresco, kat. ¢. M134)

1X PBS (napr. Amresco, kat. ¢. E504)

Nuclease-free voda (napi. Amresco, kat. ¢. E476)

gPCR premix (doporucujeme SYBR Premix Ex Tagq II, Takara, kat. ¢. RRO81A)
specificka protilatka (ovérena pro pouziti v ChIP)

specifické primery (doporucujeme vyrobce IDT)

Potrebné pristroje a pomocna zarizeni
Elektroforeticka vana se zdrojem
Chlazena centrifuga s rotorem na falkony 15ml a 50 ml
Chlazena mikrocentrifuga (max. otacky alespon 15 000 x g)
Inkubator
Rotator
Sonikator
kit byl optimalizovan pro pouziti s:
Digital Sonifier 450 (Branson); Converter 101-135-022; Disruptor Horn
101-147-037; Microtips 101-148-062
a/nebo
Ultrasonic Homogenizer Model 300VT (Biologics Inc.); Tapped Tip 0-120-
0010; Tapped Micro-Tip 0-120-0007)
Spektrofotometr
Termoblok
Termocyklér
Vortex
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Protokol na chromatinovou
imunoprecipitaci s pomoci sonikace

testovaci verze kitu pro 5rxv1.1.

1. Fixace formaldehydem

1.1 Buné¢nou kulturu sklid'te pri 50 az 60 % konfluenci, stanovte presnou
koncentraci bunék pomoci pocitaci komtrky. Z kultury pripravte vzorek
30 ml média s koncentraci bunék cca 3 x 105> b/ml, celkové vstupni mnozstvi
bunék do experimentu tedy bude cca 107 (optimum pro SureChIP). Minimalni
zpracovatelné celkové mnozstvi bunék je 5 x 105.
Pfed pridanim fixacniho roztoku vytemperujte médium s bunkami na
pokojovou teplotu.

1.2 Kroslinkovani: bunky (chromatin) zafixujte pridanim fixacniho roztoku
pfimo do média s buinkami. Fixatnim roztokem je roztok R1 po pridani
formaldehydu.

Priprava fixacniho roztoku: Pro sprdvnou fixaci je zdsadni priddvat formaldehyd k R1
tésné pred pouZitim. Po smichdni vznikne fixacni roztok s 11 % formaldehydem.
Odeberte dostatecné mnoZstvi R1 a smichejte s 37 % formaldehydem v poméru 2,3632 +
1, napriklad 3ml roztoku pripravite smichdnim 2108 uL R1 + 892 uL 37 %
formaldehydu.

Fixa¢ni roztok pridejte k médiu v poméru 1+10, naptiklad 3 ml fixa¢niho
roztoku a 30 ml média s burikami.

Barva média (pH indikdtoru) se po priddni zméni na oranzZovou, coZ odpovidd pH ~7.
Inkubujte 15 minut pri pokojové teploté, béhem inkubace zkumavku kazdou
minutu nékolikrat obrat'te, aby se obsah priibéZné promichaval.

1.3 Fixaci zastavite pridanim R2 (Crosslinking stop solution) v poméru 1 : 19.
Tedy napriklad 1736 puL R2 + 33 ml média z bodu 1.2. Inkubujte 5 minut

v ledové lazni.
Ve vs§ech ndsledujicich krocich udrZujte vzorky na ledu ¢i v ledové Idzni!

1.4 Centrifugujte 10 minut pii 1000g a 4 °C, odstraite supernatant. Peletu
resuspendujte v ledové chladném PBS (~ 7,5 ml*) pomoci pipety a inkubujte

15 minut na ledu. Centrifugujte 5 minut pti 2000 g.
*Pri niZsim vstupnim mnoZstvi bunék iimérné tomu sniZte objem PBS; napr. 1,5 ml na 5
x 10° bunék.

2. Priprava chromatinu
2.1 Odeberte potrebné mnozstvi lyzacnich roztokl (R3, R4, R5), vychlad'te je v

ledové lazni. Po vychlazeni pridejte R6 (PIC) v poméru 1:1000 (1ul na 1 ml) a
vrat'te zpét do ledové lazné!

2.2K sedimentu (bodu 1.4) pridejte 7 ml* R3 (lysis buffer I) a opatrné
resuspendujte tak, aby vzorek neobsahoval shluky bunék (pfi prvnich
provedenich
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doporucujeme proveést optimalizaci s mikroskopickou kontrolou). Uvolnéna

jadra sedimentujte 10 minut pti 2000 g a 4 °C.
*Pri niZsim vstupnim mnoZstvi bunék iimérné tomu sniZte objem PBS; napt. 1 ml na 5 x
10° bunék.

2.3 Jadra resuspendujte v 7 ml* R4 (lysis buffer II). Opatrné promichejte a
inkubujte v ledové lazni 5 minut. Centrifugujte 10 minut pti 2000 g a 4 °C.

Supernatant opatrné dekantujte a zbyly supernatant opatrné odsajte pipetou.
*Pri niZsim vstupnim mnoZstvi bunék iimérné tomu sniZte objem R4; napr. 1 mlna 5 x
105 bunék.

3. Stépeni chromatinu sonikaci

3.1 Sediment resuspendujte ve 2 ml roztoku R5 (Lysis buffer III). Lyzat preneste
do 15-ml polypropylenové zkumavky a udrzujte v ledové lazni. V tomto bodu

vivys

je vzorek moZno zamrazit aZ 6 mésict v -70 °C pro pozdéjsi pouziti.

3.2 Sonikaci doporucujeme provadét v chladové mistnosti. Pripravte ledovou
lazen v kddince patricného objemu tak, aby se vytvorila dostatecna chladici
kapacita po celou dobu sonikace. V priibéhu sonikace kontrolujte, aby
neroztal vSechen led, pfipadné priibézné dopliujte. Sondu sonikatoru pred
sonikaci omyjte Cistou vodou a nasledné etanolem.

3.3 15-ml zkumavku se vzorkem pripevnéte na stojan. Zkumavku zanorte do
lazné tak, aby hladina chladici smési byla ve stejné nebo mirné vétsi vysce
nez hladina vzorku. Zanofte sondu do vzorku a jeji polohu nastavte tak, aby
byla Spicka vzdalena asi 0,5 cm ode dna zkumavky. Po spuSténi sonikace
zkontrolujte, zda nedochdazi k pénéni vzorku, pripadné posuiite sondu do jiné
polohy. Pénéni ma za nasledek nedostate¢nou ucinnost sonikace.

Varovdni: Sonda se nesmi nikde dostat do kontaktu se sténou zkumavky - hrozi
poskozeni zkumavky a sniZeni ucinnosti sonikace.

Protokol pro sonikator Sonifier 450 (Branson); Converter 101-135-022;

Disruptor Horn 101-147-037; Microtips 101-148-062.
Puls: 2s
Pauza: 13s
Celkovd Cistd doba sonikace:16 min 40s
Amplituda: 4,5 (45%)

Protokol pro sonikator Ultrasonic Homogenizer Model 300VT (Biologics
Inc.); Tapped Tip 0-120-0010; Taperd Micro-Tip 0-120-0007

Power 50%

Pulser 15%

Celkovy cas sonikace: 110 mit

Pozndmka: Konkrétni hodnoty nastaveni se mohou u jednotlivych typti sonikdtort lisit
a je tfeba je optimalizovat. Jednotlivé parametry Ize ménit a soucasné sledovat zmény
uc¢innosti sonikace elektroforetickou analyzou distribuce délky fragmentii
produkovanych pri sonikaci.Teplota vzorku pti sonikaci by neméla prekrocit 12 °C.

*lako alternativa k sonikaci Ize také pouZit rucni homogenizdtor, postup viz priloha
Lyze jader ru¢nim homogenizdtorem.
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3.4 Po ukonceni sonikace vzorek stoc¢te 15 min pri 15000g a 4 °C a odeberte
supernatant do nové mikrozkumavky. Obsahuje izolovany chromatin.

3.5Zmérte koncentraci chromatinu pomoci spektrofotometru, nejlépe
NanoDropu. Optimalni ocekavand koncentrace pro 107 bunék (vstupni
mnoZzstvi) je pribliZzné 200 ng/microL. Ze supernatantu oddélte 20 pl a
pouZijte pro elektroforetickou kontrolu ucinnosti fragmentace (viz krok 4).
Zbytek supernatantu je vstupnim vzorkem do imunoprecipitacniho
kroku. Lze ho skladovat p¥i -20 °C azZ 6mésicli, nemél by vSak projit vice nez
dvéma cykly rozmraZeni a zamrazeni. Vstupni objem supernatantu do jedné
imunoprecipitacni reakce zavisi na vySe zmérené koncentraci DNA pred
zamraZenim. Doporucené mnoZstvi chromatinu odebiraného do jedné
imunoprecipitatni reakce je 3,5 pg*, které by mélo byt obsazeno v
maximalnim objemu 50 pl supernatantu.
*3,5 Mg je optimdlni mnoZstvi, ale v pripadé nizkého mnoZstvi vstupnich bunék lze pouZit i
mensi mnoZstvi (musi byt shodné ve vsech IP). Poté bude pravdépodobné potreba
optimalizovat ndslednou PCR,

4. Ovéreni ucinnosti Stépeni

4.1 Ke 20 pl alikvotu odebraného supernatantu pridejte 180 pl roztoku R10 (PK
buffer) a 1,5 ul R11 (RNase I). Inkubujte 30 minut pti 37 °C. Poté pridejte 4 pl
R12 (Proteinase K)a inkubujte 2 hodiny pti 65 °C.

4.2 Nasleduje jedna z variant purifikace:

4a procisténi DNA na kolonce nebo 4b vysrazenim etanolem.

4a Procisténi na kolonce

4a.1 Ke 200 pl vzorku pridejte 1 ml DF Pufru (DF buffer) a zvortexujte.
Umistéte kolonku do 2 ml sbérné mikrozkumavky a na kolonku prepipetujte
600 pl vzorku s DF pufrem (DF buffer). Centrifugujte 30 s pri 14-16 000 x g.
Odstrante proteklou tekutinu a tento krok opakujte se zbylym objemem
vzorku.

4a.2 Kolonku umistéte zpét do ptivodni sbérné zkumavky a napipetujte na ni
600 pl Wash pufru (Wash buffer). Nechte stat 1 min a poté centrifugujte 30 s
pri 14-16 000 x g. Odstrante proteklou tekutinu, vratte kolonku zpét do
sbérné mikrozkumavky a centrifugujte dal$i 3 min pii 14-16 000 x g pro
uplné vysuSeni kolonky.

4a.3 VysuSenou kolonku piendejte do nové 1,5 ml mikrozkumavky a
napipetujte na ni 20 pl TE pufru (TE buffer). Nechte stat 2 min. Centrifugujte
2 min prti 14-16 000 x g. Eluat obsahuje precisténou DNA.

4a.4 20 pl naneste na 1,5 % agaro6zovy gel a separujte pri napéti cca 80 V.
Doporucend velikost fragmentii je mezi 150 aZ 600 bp. Optimdlné by mély byt pritomny
i fragmenty vétsich velikosti, které odpovidaji pribliZné pritomnosti vice nukleosomii -
300, 450, 600 bp (viz pozice 4 na obrdzku gelu v priloze Optimalizace Stépeni MNdzou).
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4b VysrazZeni etanolem

4b.1 Pridejte v tomto poradi 1 ul glykogenu (Glycogen), 1/10 objemu 3M
octanu sodného (pH 7) (NaAc) a 2,5 objemu 100 % etanolu. Inkubujte
minimalné 4 hodiny pri -20°C nebo 1 hod pri -80 °C (pro kvalitné;si
kvantitativni vysraZeni doporucujeme inkubovat pres noc). Roztok by se mél
béhem inkubace mirné zakalit. Centrifugujte 40 minut pri maximalni
rychlosti (cca. 15000g) a 4 °C. Opatrné odstrante supernatant a peletu omyjte
500 pl 70 % etanolu a centrifugujte 5 minut, 15000g pti 4 °C. Etanol odsajte a
peletu DNA suSte nékolik minut pri laboratorni teploté.

4b.2 Peletu DNA rozpustte do 20 ul TE pufru (37 °C, 30 minut) (TE buffer) s
obcasnym jemnym vortexovanim ci lépe ve trepacce. Vzorek odebrany pred
sonikaci se miize rozpousStét pomalu, protoZe obsahuje velké mnoZstvi
genomové DNA. Teplotu rozpousténi lze zvysSit az na 65°C a dobu rozpousténi
lze prodlouzit az na 120 minut.

4b.3 20 pl naneste na 1,5 % agaro6zovy gel a separujte pri napéti cca 80 V.
Doporucend velikost fragmentii je mezi 150 aZ 600 bp. Optimdlné by mély byt pritomny
i fragmenty vétsich velikosti, které odpovidaji pribliZné pritomnosti vice nukleosomii -
300, 450, 600 bp (viz pozice 4 na obrdzku gelu v priloze Optimalizace Stépeni MNdzou).

5. Imunoprecipitace

5.1 Pro pripravu kalibracni krivky je dale nutno ze vzorku chromatinu, ktery
vstupuje do IP reakce, pripravit kalibracni standard (Input). Ze supernatantu
ziskaného v bodé 3.5 odeberte objem odpovidajici 1,75 pg chromatinu (tj.
50% input DNA vzaté na jednu IP reakci) a dopliite roztokem R10 (PK buffer)
na objem 100 pL. V ptipravé tohoto kalibra¢niho standardu dals$i postup
navazuje bodem 6.7.

5.2 Pripravte si 10 ml* 0,5X R13 smichdnim 5 ml R13 (IP buffer) a 5 ml
deionizované vody. Poté skladujte na ledu.

*Odpovidd mnoZstvi na jednu reakci = IP pozitivni kontrolni, negativni kontrolni a
testovaci protildtky (3 x IP)

5.3 Promyti kulicek*: Pripravte si tfi mikrozkumavky, do kazdé preneste 90 pl
0,5X R13 (IP buffer) a pridejte 5 pl Protein A-beads (R14) a 5 pl Protein G-
beads (R15).** Centrifugujte 5 minut ptfi 500 g a 4 °C, odstrainte témér
veSkery supernatant a peletu resuspendujte v 100 pul 0,5X R13. Do kazdé
zkumavky pridejte 1,6 Wl R16 (BSA) a inkubujte 2 hodiny pii 4°C a
konstantnim promichavani, nejlépe obracenim zkumavky s pouZitim

rotatoru.
*Odpovidd mnoZstvi na jednu reakci = IP pozitivni kontrolni, negativni kontrolni a
testovaci protildtky (3 x IP)

vivs

ustrihnéte Spicku od pipety.
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5.4 Predcisténi chromatinu*: Pripravte si do mikrozkumavky 270 pl 0,5X R13 a
pridejte 15 pl Protein A-beads (R14) a 15 pl Protein G-beads (R15).** Lehce
zvortexujte a centrifugujte 5 minut pri 500g a 4 °C.

Odstrante supernatant a pridejte vzorek chromatinu (alikvét supernatantu z
bodu 3.5) obsahujici 3,5+3,5+3,5 ug DNA*** max do objemu 150 ul,**** a
pridejte 150 ul pufru R13 (IP buffer). Inkubujte 2-4 hodiny pri 4 °C
a konstantnim promichavani, nejlépe obracenim zkumavky s pouZitim
rotatoru.

Po ukonceni inkubace centrifugujte vzorek 10 minut pri 14000g a 4°C a
supernatant obsahujici procisténi chromatin odeberte do nové zkumavky. Pti

Casové prodlevé supernatant nechavejte na ledu.
*Odpovidd mnoZstvi na jednu reakci = IP pozitivni kontrolni, negativni kontrolni a
testovaci protildtky (3 x IP)

Vv

ustrihnéte Spicku od pipety.

**+V pripade, Ze mnoZstvi chromatinu nedosahuje 3,5 g, tak pouZijte pouze 50Ul
chromatinu na jednu reakci

*#*¥ Pri objemu pod 150 ul dopliite vodou

5.5 Vazba protilatky na kuli¢cky*: Do kazdé zkumavky z bodu 5.3 pridejte 1 pg
cilové nebo 10 pl kontrolnich protilatkek (R17: positive Ab (anti H3), R18:
neg Ab (rabbit IgG)) a inkubujte 2hodiny pfi 4°C a Kkonstantnim

promichavani, nejlépe obracenim zkumavky na rotatoru.
*Odpovidd mnoZstvi na jednu reakci = IP pozitivni kontrolni, negativni kontrolni a
testovaci protildtky (3 x IP)

5.6 Vlastni imunoprecipitace: ke kazdé zkumavce z bodu 5.5 (100 pl kulicek s
navazanou protilatkou) pridejte 100 ul predcisténého chromatinu z bodu 5.4
a dopliite do 1 ml pufrem 0,5X R13 s pridanim 1 pl R6 (PIC). Inkubujte pti 4°C
pfes noc a konstantnim promichavani, nejlépe obracenim zkumavky na
rotatoru.

6. Promyti IP reakce

6.1 Zkumavky centrifugujte 6 minut pri 4600g a 4 °C, supernatant odstrante*.
*Pokud neni peleta viditelnd, nechte na dné zkumavky cca. 20 ul supernatantu, at’ se
zabrdni odsdti jiz tak malého mnoZstvi kulicek.

6.2 Sediment resuspendujte v 900 pl 0,5X R13 a centrifugujte 6 minut pti 4600g

a4 C, supernatant odstrante*. Tento krok proved’te celkem 2x.
*Pokud neni peleta viditelnd, nechte na dné zkumavky cca. 20 ul supernatantu, at’ se
zabrdni odsdti jiZ tak malého mnoZstvi kulicek.

6.3 Sediment resuspendujte v 1ml R19 (Wash buffer I) s pridanim 1 pl R6 (PIC) a
centrifugujte 6 minut pri 4600g a 4 °C, supernatant odstrante.* Tento krok

proved’te celkem 2x.
*Pokud neni peleta viditelnd, nechte na dné zkumavky cca. 20 ul supernatantu, at’ se
zabrdnf odsdti jiZ tak malého mnoZstvi kulicek.
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6.4 Sediment resuspendujte v 1ml R20 (Wash buffer II) s pridanim 1 pl R6 (PIC)

a centrifugujte 6 minut pri 4600 g a 4 °C, supernatant odstrarte.*
*Pokud nenfi peleta viditelnd, nechte na dné zkumavky cca. 20 ul supernatantu, at’ se
zabrdni odsdti jiz tak malého mnoZstvi kulicek.

6.5 Sediment resuspendujte v 1 ml pufru TE (TE buffer) s pridanim 1 pl R6 (PIC),

centrifugujte a opatrné odstrante supernatant.*
*Pokud nenfi peleta viditelnd, nechte na dné zkumavky cca. 20 ul supernatantu, at’ se
zabrdni odsdti jiz tak malého mnoZstvi kulicek.

6.6 Sediment kazdého ze tii vzorkid (cilovdA a 2 kontrolni protilatky)
resuspendujte ve 100 ul R10 (PK buffer). Zaroven v tomto kroku do dalsiho
postupu zarad'te i pripraveny kalibracni standard (viz bod 5.1).

6.7 Ke vSem ctyfem vzorklim (cilova protilatka, kontrolni protilatky, standard)
pridejte 1,5 pl R11 (RNase I) a inkubujte 30 minut pti 37 °C. Poté pridejte
0,5 ul R12 (Proteinase K) a inkubujte 2 hodiny pfi 65 °C.* V priibéhu reakce

doporucujeme vzorek nékolikrat promichat.
*V tomto kroku zdroven dochdzi k reverzi kroslinkovdni, zkumavku pevné uzavrete,
protoZe hrozi nebezpeci vyparovdni!

7. Purifikace pro PCR

7.1 Zkumavky centrifugujte 5 minut pti 4000 g a pokojové teploté a supernatanty
precistéte bud’ na kolonce, nebo vysraZenim etanolem.

7a Procisténi na kolonce

7a.2 Ke 100 pl vzorku pridejte 500 pl DF pufru (DF buffer) a zvortexujte.
Umistéte kolonku do 2 ml sbérné zkumavky a na kolonku piepipetujte 600 pl
vzorku s DF pufrem. Centrifugujte 30 s pti 14-16 000 x g. Odstrarite proteklou
tekutinu.

7a.3 Kolonku umistéte zpét do plivodni sbérné zkumavky a napipetujte na ni
600 pl Wash pufru (Wash buffer). Nechte stat 1 min a poté centrifugujte 30 s
pifi 14-16 000 x g. Odstrante proteklou tekutinu, vratte kolonku zpét do
sbérné zkumavky a centrifugujte dalsi 3 min pri 14-16 000 x g pro uplné
vysuSeni kolonky.

7a.4 VysuSenou kolonku prendejte do nové 1,5 ml mikrozkumavky a
napipetujte na ni 100 pl* TE pufru. Nechte stat 2 min.

*Pri nizkém vstupnim mnoZstvi bunék miiZete sniZit objem elucniho roztoku aZ na
40 ul.

7a.5 Centrifugujte 2 min pri 14-16 000 x g. Eluat obsahuje precisténou DNA.
Takto pripravené vzorky jsou pripravené pro PCR, pouZijte priblizné 1 ul jako

templat.* Vzorky Ize dlouhodobé uchovavat pti -20 °C.
*Evnt. zvyste objem templdtu a optimalizujte PCR pri nizkém vstupnim mnoZstvi bunék.

7b Vysrdzeni etanolem
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7b.2  Supernatanty (z bodu 7.1) precipitujte (nejlépe pres noc, -20 °C),
s pridanim 1,5 pl glykogenu + 1/10 objemu NaAc + 2,5 objemu etanolu.

7b.3  Precipitované vzorky centrifugujte 40 minut pii maximalni rychlosti (cca.
15000g), odsajte etanol, osuSte peletu na vzduchu a opét rozpust'te ve 100 pl*
pufru TE za mirného tfepani 20 minut pti 37 C. Takto ptipravené vzorky jsou
pripravené pro PCR, pouzijte priblizné 1 pl** jako templat. Vzorky lze
dlouhodbé uchovavat pri -20 °C.

*Pri nizkém vstupnim mnoZstvi bunék miiZete sniZit objem ele¢niho roztoku aZ na 40 pl.
**Evnt. zvyste objem templdtu a optimalizujte PCR pri nizkém vstupnim mnoZstvi bunék.

8. Real-Time PCR

8.1 Nared'te 50% input do standardnich roztokli o koncentracich DNA 50%, 25%,
12.5%,eventuelné 6.25%. Roztoky slouzi k vytvoreni standardni krivky pri
PCR amplifikaci DNA s vyuzitim jednotlivych specifickych primert.

8.2 PCR primery musi mit podobné Tm, délku i velikost produktu. Preferenc¢ni
velikost produktu je 100-150 bp.

8.3 Kazdy z primert rozpust'te na celkovou koncentraci 20 pM.

8.4 Specificitu nové navrZenych primert ovérte zkuSebnim béhem na genomové
DNA, kazdy par primert by mél poskytovat jediny produkt.

8.5 Priklad pripravy jedné reakce pro qPCR:

templat 1ul
forward primer 0.2ul (20uM zasobni roztok F primeru)
reverse primer 0.2ul (20uM zasobni roztok R primeru)
H20 3.6 ul
PCR mix Sul
Total 10pl*
Amplifika¢ni program:
1. 95°C/10’
2. 95°C/15”
3. 60°C/20”
4. 72°C/40”

Krok 2 azZ 4 opakovat 40x
5. Jako posledni bod programu zaradit analyzu kiivky tani PCR
produktu, teplotni rozmezi zvolte mezi 60 az 98 °C.
*Pri pripravé master mixu pro vetsi pocet reakci vZdy poclitejte s rezervou, protoZe pri nasdvdni
béhem pipetovdni dochdzi ke ztrdtdm. Doporulujeme vZdy namichat minimdlné 105 % Ccistého
objemu reakci.
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Prilohy

Optimalizace Stépeni Mnazou
Optimalni podminky pro rozstépeni chromatinu na fragmenty dlouhé 150 az 600
bp zavisi na typu bunék, na jejich mnozstvi, a také na koncentraci Mnazi. Reakci
je proto nutné nejprve optimalizovat.

Pfipravte si bunécna jadra s kroslinkovanym chromatinem z 107 bunék podle
vySe uvedeného protokolu (postupujte az do bodu 2.3).

Jadra poté resuspendujte v 5 ml R16 a vzniklou suspenzi rozdélte po 1 ml do
zkumavek.

Piidejte Mnazu (o koncentraci 20 U/ul) postupné v mnozstvi O pl, 0,5 pl, 1 pl, 2 pl
a 4 pl. Promichejte nékolikerym obracenim zkumavky a inkubujte za ob¢asného
promichani 20 min pii 37 °C.

Reakci zastavte pridanim 100 pl 0,5M EDTA a zchlad’te na ledu po dobu 5 minut.
Vzorky stocte 1 min pii maximalni rychlosti (cca. 15000g) a 4 °C a odstrante
supernatant. Peletu jader resuspendujte v 200 ul pufru R5 (lysis buffer III )
s pridanym 1 pl R6 (PIC).

Rozbijte jadra kratkou sonikaci za neustalého chlazeni.
Protokol pro sonikdtor Sonifier 450 (Branson); Converter 101-135-022; Disruptor
Horn 101-147-037; Microtips 101-148-062.
Puls: 2s
Pauza: 10s
Celkova cistd doba sonikace: 1min
Amplituda: 1 (10%)

Protokol pro sonikdtor Ultrasonic Homogenizer Model 300VT (Biologics Inc.); Tapped
Tip 0-120-0010; Tapped Micro-Tip 0-120-0007

Power 20%

Pulser 20%

Celkovy cas sonikace: 8 minut

Vzorek stocte 10 min pri 10000g a 4 °C a odeberte supernatant do nové
mikrozkumavKky.

Ze supernatantu odeberte 20 pl a pouzijte pro elektroforetickou kontrolu
ucinnosti fragmentace. Postupujte podle vySe uvedeného protokolu (Krok 4).

Z vysledku agarézové gelové elektroforézy rozhodnéte, ktera koncentrace
MNazy je pro Stépeni chromatinu optimalni. Doporucend velikost fragment je
mezi 150 az 600 bp. Optimalné by mély byt pritomny i fragmenty vétSich
velikosti, které odpovidaji priblizné pritomnosti vice nukleosomt - 300, 450,
600 bp.
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Pokud DNA nebyla naStépena na fragmenty poZadované délky, opakujte
optimaliza¢ni protokol s vhodné upravenou koncentraci Mnazy.

600
450

300

150
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Pokud nemate k dispozici sonikator, lze jadra lyzovat také pomoci rucniho
homogenizatoru (AgileGrinder, ACTGene, kat.c. AG-1500), i kdyZ s mensi
ucinnosti.

Lyze jader ru¢nim homogenizatorem

Pripravte si bunécna jadra s kroslinkovanym chromatinem podle vyse
uvedeného protokolu (postupujte aZ do 3.2). Po stoceni jader peletu
resuspendujte v 50 ul pufru R7 a inkubujte 10 min na ledu.

Pro lyzi jader pouzijte vétsi a tvrdSi tmavémodry ndastavec pro
AgileGrinder. Ponorte ho do suspenze jader a za stalého chlazeni
20 s homogenizujte. Nastavec drzte stale pevné na dné, pripadné s
nim obcas ve zkumavce mirné zatocte.

Poté homogenizator vytahnéte ze zkumavky a nechte suspenzi 20
s zchladit na ledé.

Jadra rozbijte sérii 6-ti 20s pulsii vzdy s 20 s pauzou. Neustale
chlad'te na ledu!

Vzorek stoCte 10 min pri 10000g a 4 °C a odeberte supernatant do
nové mikrozkumavky. l

Pri tomto postupu nelze po izolaci chromatinu zmérit koncentraci DNA, protoZe
pufr R7 obsahuje latky absorbujici svétlo o vinové délce 270-280 nm. Podle
poCtu pouzitych bunék musime tedy vypocitat, jaké mnoZstvi chromatinu
pouzijeme do jedné IP reakce.

Do jedné IP dejte asi 5 ul chromatinu izolovaného z 107 bunék. Pokud pouzijete
mensi ¢i vétSi pocCet bunék, nepifimo umérné zvyste ¢i snizte mnoZstvi
chromatinu do 1 IP reakce.
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Troubleshooting Guide

Problém MoZna pri¢ina Reseni
Koncentrace Bylo pouZito ptilis malo Pred fixaci chromatinu
fragmentovaného bunék, nebo po Stépeni stanovte presny pocet bunék.

chromatinu je prilis nizka

chromatinu nedoslo k
uplné lyzi jader

Pred a po sonikaci proved’te
mikroskopickou kontrolu
lyze jader.

NaStépeni chromatinu neni
uplné, fragmenty jsou prilis
dlouhé - delsi nez 900 bp

Bylo pouZito priliS mnoho
bunék nebo naopak piilis
mala koncentrace MNazy.

Pred fixaci chromatinu
stanovte presny pocet bunék.
Pro optimalizaci Stépeni
MN4azou pouZzijte protokol v
priloze.

Chromatin je naStipan na
prilis kratké fragmenty
(pouze na jednotlivé
nukleosomy o cca 150 bp)

Bylo pouZito malo bunék
nebo prilis mnoho MNazy

Pred fixaci chromatinu
stanovte presny pocet bunék.
Pro optimalizaci Stépeni
MNazou pouZijte protokol v

priloze.
Nevznikl Zddny nebo jen PriliS nizké vstupni Pred IP zmérte koncentraci
male mnoZstvi PCR mnozstvi chromatinu do fragmentovaného

produktu

imunoprecipita¢ni reakce

chromatinu a do 1 IP dejte
3,5 ug.

Ptilis nizké vstupni
mnozstvi DNA do PCR
reakce

Do PCR reakce dejte vétsi
mnozstvi DNA nebo zvyste
pocet cykli

Chromatin byl naStépen na
prilis malé fragmenty

Navrhnéte primery tak, aby
vznikly amplikon
nepresahoval délku 150 bp.
Pro optimalizaci Stépeni
MNazou pouZijte protokol v
priloze.

Eluovana DNA obsahuje
zbyly etanol

Pokud purifikujete DNA na
kolonce, ujistéte se pred
ptridanim TE, Ze je po omyti
Wash pufrem dokonale
vysuSena.

Pokud srazite DNA etanolem,
nechte po stoceni vzorku
etanol Uplné vyparit v
oteviené mikrozkumavce.

Spatné navrzené primery

Ujistéte se, Ze jsou primery
specifické k cilové sekvenci.

Protilatka nevaZze cilovy
protein

Ujistéte se, Ze pouZzivate
protilatku ovérenou pro
pouziti v ChIP.
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Nevznikl PCR produkt v
reakci s pozitivni
protilatkou

Do IP reakce bylo pouzito
nedostatecné mnozstvi
chromatinu nebo
protilatky, nebo byla doba
inkubace IP piilis kratka.

Do 1 IP reakce pouZijte 3,5
ug chromatinu a min. 1 ug
protilatky. IP reakci
inkubujte pres noc.

Nedoslo k uplné separaci
DNA od protein evnt. od
kulicek.

Proteinaza K je nejucinéjsi
pii 65 °C. V priibéhu stépeni
vzorek tiepejte, nebo
alespon parkrat promichejte.

Vzniklo stejné mnozstvi
produktu v PCR reakci s
pozitivni i negativni
protilatkou

Nedostatecné promyti
kulicek

Proved'te peclivé kazdy
promyvaci krok, aby bylo
dosaZeno uplného odmyti
nespecifickych DNA-protein
komplexi.

Do IP bylo pouZito prilis
velké vstupni mnoZstvi
chromatinu nebo prilis
protilatky.

Upravte mnoZstvi
chromatinu a protilatky
vstupujici do IP reakce.

Vstupni mnoZstvi DNA do
PCR reakce je prilis velké,
nebo probéhlo prilis
mnoho PCR cykli

Upravte pocet PCR cyklq,
nebo do reakce pouZijte
mensSi mnozstvi DNA.

Velka nespecificka vazba
chromatinu na kulicky.

Kulicky predblokujte pomoci
BSA, pripadné mirné zvyste
koncentraci BSA.

Nevznikl PCR produkt v IP
reakci se specifickou
protilatkou

Prilis nizké vstupni
mnozstvi DNA do PCR
reakce

Do PCR reakce dejte vétsi
mnozstvi DNA nebo zvyste
pocet cykll

Protilatka nevaze cilovy
protein

Ujistéte se, Ze pouZzivate
protilatku ovérenou pro
pouziti v ChIP.

Do IP reakce bylo pouzito
nedostatecné mnozstvi
protilatky.

Typicky se dava 1 - 10 ug
protilatky na 1 IP reakci, ale
piresné mnozstvi zavisi na
konkrétni protilatce. Zkuste
zvySit mnozstvi protilatky v
IP reakci.




