Laboratorni pristrojova technika
 Co najdeme v laboratori?

- Pristroje pro obecne pouziti
 centrifugy, trepacky, pipety, biohazard boxy
* Trocha teorie o DNA a PCR

- Analytické pristroje a priprava vzorku

» elektroforézy gelove a kapilarni, sekvenatory,
termocyclery

* Pristroje pro analyzu DNA
o Spektrofotometry
 Sekvenator DNA — Beckman Coulter CEQ8000



Centrifugy

* Co je to centrifuga?
- Rotacéni zafizeni pro separaci frakci latek o rizné hmotnosti
e Aplikace

- chemie, biochemie — rychlejsi usazovani pelety na dno
zkumavky

- jaderné inzenyrstvi — oddélovani izotopu uranu
- odstredivka na pradlo :-)
 Rozdeleni podle rychlosti rotace, resp. dosazitelného g

- pri rotaci rychlejSi nez cca 20 000 ot/min hovorime o
ultracentrifugach, soucasné bézné prodavané centrifugy

dosahuji rychlosti az 130 000 ot/min (az 800 000 g!; podle
typu pouziteho rotoru)



Malé laboratorni centrifugy

- nastavitelné otacky, Cas

- ruzné typy rotoru

- malée, levne, lehce premistitelne

Stolni centrifugy
- VYySSi rozsah nastavitelnych otacek (cca do 15 000)
- mohou byt chlazené
- nutno instalovat ve vodorovné poloze

- umoznuji ulozit uzivatelské programy

- lze pouzit vice druht zkumavek




Z pohledu technika...

« Malé centrifugy (napr Biosan..)
- napajeni externim adaptérem 12V/500mA
- pohon — ss motorek, PWM modulace
- rizeni RISC mikroprocesor PIC16F84 :-)
- display — 2*16 znaku maticovy

- Servis? - vyména nékterého ze 3 funkénich bloku — Fidici
deska, display, motor

» Stolni centrifugy
- napajeni 230V
- motor stridavy, inteligentni rizeni, umoznuje aktivni brzdeni
- fizeni prumyslovym mikroprocesorem
- Servis? - opét vymeéna funkénich celkl, kontrola funkce cidel



Ultracentifugy

- az 130 000 otacek
- stolni/salové

- rotor musi byt v uplne rovine

- vakuovany chamber




* Uhlovy rotor

e swing-out rotor




Z pohledu technika...

Pri instalaci kontrolovat vodorovnost stroje — specielni rotor
Motor je mazan olejem — opatrna manipulace, kontrola hladiny
Chamber chlazeny peltiery — nutny dobry kontakt

- U beznych centrifug je chlazeni reSeno kompresorem —
klasicka ,lednice”

Kontrola tésneni — v chamberu je pri provozu vysoke vakuum
(desitky Castic na kubickou stopu)

- Vzduch by pfi vysoké rychlosti rotace zpusobil ohfev rotoru a
vzorku, brzdéni rotoru



Kdyz se utrhne rotor...
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Trepacky, vortexy atd.

« od malych stolnich pfistroju po temperované boxy o obsahu
stovek litru







Biohazard boxy

 slouzi pro manipulaci s biologicky nebezpecnymi latkami
- sterilizace pomoci UV lamp
- laminarni proudéni vzduchu, HEPA filtry




DNA a PCR



Lide jsou tvoreni z bunek

Struktura bunky Fotografie bunék



Bunky obsahuji chromosomy

 Chromosomy jsou geneticky material - DNA

* DNA je skladiste informaci pomoci kterych
jsme vytvoreni

* Pri deleni bunek se kopiruji take
chromosomy a takto si predavaji ulozenou
informaci



Chromosomy

e Obrazek
'l.'! chromosomu
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Co je DNA?

* Deoxyribonucleic Acid
« Ctyfi chemické struktury (baze), A,C,G,T
e Spojeny cukr-fosfatovym mustkem
 Dve vlakna spojena bazemi

- A~T.....2 x H, bonds

- G~C.....3 x H, bonds



Co je DNA?
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Co je DNA?

* Funkce
- Pfima produkce proteinu, jez urcuji funkci
bunky
- Predavani dedicnych informaci z generace na
generaci — kopirovani sama sebe



Co je DNA?

» Jak to funguje?
- Informace je ulozena v poradi bazi v DNA —v
sekvenci

- Sekvence bazi je kddem pro ruzné
aminokyseliny (stavebni kameny proteinu)

- Rozdilné sekvence vedou k produkci ruznych
proteinu s rdznou funkci



DNA-Geny-Chromosomy

, [ G
4 baze DNA )

(v

Geny IAGATCAGATYAGA CAC HD:> Protein
IXGATCAGAY AGACAGKRARICACORICACEY AGAATGTARTIATAR TTALCE

Chromosomy - skupina genu oddélenych dalsimi
sekvencemi DNA



Sekvenovani DNA

 Metoda pouzita ke zjisteni poradi pismen v
DNA

» Tato informace je nutna k odhaleni
specifickych funkci genu

* Muze byt pouzita i pro hledani chorob



Sekvenovani DNA
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Sekvenovani DNA
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Sekvenovani DNA
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Sekvenovani DNA
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Sekvenovani DNA

) 140 150 160
...... ddATP* TTTAGGCCCECTEE ATE TGGTATTCCTAA TTGAL
------ ddcTP* |
------ ddGTP* p
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« Ctyfbarevna fluorescence



PCR

« PCR - Polymerase Chain Reaction

- priprava vzorku DNA pfed sekvenovanim






Pristroje pro PCR

« Termocyclery — zarizeni pro amplifikaci

DNA
« Baze - fidi Alpha bloky, interface, zdroje...
* Alpha bloky

TOUCZH Do - Bumaing

2 [(20m] 2208

1
Cycle 2 of 5 Repeat 6 of 30
Step 2 of 3: 57.5°C for 00:30
Rem. Time 00:30 Alg Temp 59.2°C

Time: 14:31 Start birme:13:59 Estirated end:17:16
Hzer Dave




Elektroforezy gelové

« elektroforéza je zarizeni pro vizualizaci fragmentu DNA na
zakladé jejich hmotnosti a naboje

» zakladem je agarosovy gel, na ktery jsou umisteny vzorky DNA
a aplikovano elektricke pole
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Kapilarni elektroforeza

« Separace iontu na zaklade jejich elektroforetické mobility pfi
prilozeni vysokeho napeti

pouzitelne pro obrovskée mnozstvi latek

v principu velmi jednoduché

existuje mnoho druhu separace — namét spise pro chemiky
ruzné typy detektoru

 UV-Vis detektor
 LIF — Laser + diode
« DAD — Diode Array Detector

Kazdy detektor je pouzitelny pro jiné latky — napr. UV ma
vysokou energii — mohl by zpusobit rozpad vzorku —
pouzijeme DAD + Vis.



Anode—

Kapilarni elektroforeza
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ProteomelLab PA8SOO

- automatizovany systém pro charakterizaci proteinu (nejen)
zalozeny na principu kapilarni elektroforéezy
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Sekvenatory DNA

Pristroje pro ziskavani sekvenci pismen (bazi) v DNA
- funguiji na principu kapilarni elektroforézy
Jedna nebo vice kapilar (typicky 8)
Excitace pomoci dvou lasert o vhodnych vinovych délkach
Pouzitelné i pro fragmentacni analyzu

- sekvenace pouze vybranych casti DNA
..vice v druhe casti



Spektrofotometry

Spektrofotometr je pristroj k méreni spekter optického zareni a
zaznamenavajici pomer intenzity zareni absorbovaného
merenym vzorkem Kk intenzite referencniho (etalonoveho)
zareni v zavislosti na vinove deélce zareni dopadajiciho na
vzorek.

Vzorky o objemu mililitru po mikrolitry
Zjistovani slozeni roztoku, vlastnosti povrchu optickych prvku

Vystupem je vetsinou graf znazornujici absorbanci daného
vzorku v zavislosti na vinoveé délce

|..referenéni intenzita, 10..intenzita po pruchodu svétla vzorkem

A, =logy(Iy/ 1)
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CEQ 8000

Pristroj pro sekvenovani DNA

8 kapilar — moznost az 96 sekvenaci pfi jednom béhu bez
zasahu obsluhy
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Pojezdy

Pohyb v osach x, y, z
Krokové motorky

Snimace koncové polohy —
optické

Nastaveni pomoci fidiciho
PC




Proud kapilarami je sniman
pomoci optickych senzoru —
optické kabely ke snimacum
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Zdroje napeti

* VN zdroj: 0-24kV, proud desitky mA
NN zdroj: 5V a 24V

« Samostatne systemy, bud funguji, nebo se vymeéni



Denaturacni jednotka

e Denaturace slouzi k roztrzeni
Sroubovice DNA pred samotnym
sekvenovanim

« Teplota 85-90 st C

» \entilator a topna spirala rizeny
PID regulatorem




Gel

{ Individual current monitor
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Gelova pumpa

Presneé davkovani gelu do
systemu

Krokovy motor, podle tlaku a
polohy pistu zjisti mnozstvi
gelu v kartrizi

Vyvine tlak 0 - 800 psi s
presnosti 1 psi (1atm =
14psi)

Objem gelu 20 ml stacCi na 96
reakci

e —BR0BSDZ

20 ml Gel Pump



Optika

e EXxcitace obarvenych bazi
DNA pomoci dvou laseru

 Detekce fotonasobicem
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Parabolic Reflector

Parabolic Reflector
Alignment Appendag

The parabelic reflector directs the
fluorescence from the capillary through

Bandpass Filters
Filter Wheel
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DalSi drobnosti

 Bezpecnostni prvky
- Hallovy sondy na krytech
- Automaticke vypnuti VN pri otevreni pristroje
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