LABORATORNI MINIMUM (doplnék k lab_guidelines_OFIZ_2021_v1.pdf)

Lékarnicka:

- Zapfepazkou v 1. patfe Ize najit skfifiku prvni pomoci “First Aid Kit”, po levé strané&; nebo v suterénu,
laboratoF 1S25 (Zakovska lab)

- Jidlo ani piti nenosit za pfepazky do laboratofi

- V pfipadé akutniho nebezpeci nebo pfi havarii (pozar, unik chemikalii, elektrického zkratu...) volejte
2929 z pevné linky v kuchynce (“Respiriu”)

Odpady:
- tfidime biologicky material, plasty, sklo (sklenéné pipety), alobal a papir
- laboratorni odpad vyhazujte do ko$0 s ¢ervenym pytlem

- veskeré pouzité sklo se po oplachu odklada do kosiku na chodbé vé. alobalu (recyklujeme) - technici
odnesou

- falkony 15 ml a 50 ml se po pouziti umyvaji a nechaji oschnout na odkapavaci (falkony, ve kterych se
pracovalo s pacientskymi vzorky, se ihned po pouziti vyhazuji vyplachnuté Savem)

- pokud pracujete s agarem &i agarézou, nikdy je po pouziti nevylévejte do dfezu, nechte to vychladnout
a poté to vylejte Ci vysypte do koSe na laboratorni odpad

- pracovni misto je potfeba po sobé vzdy uklizet a je na zodpovédnosti kazdého studenta dodrzovat
poradek (odnaseni Spinavého materialu, ubrousky, alobal, vylité/pokapané plochy/pfistroje, pouzité
falkonky, krabi¢ky od Spicek, misti¢ky, rukavice etc...)

- posledni student v laboratofi pfi odchodu zkontroluje jestli jsou vSechny pfistroje vypnuté a
nezlstane nic bézet pfes noc (centrifuga, vortex, magneticka michacka, termoblocek, vahy, svétlo v
chladovce, v Laboratofi s tkanovymi kulturami zkontrolovat vypnuté FlowBoxy, vodni lazen,
mikroskopy)

Chemikalie:

- “suché” chemikalie skladujeme ve skfini pod ledovacem (WB room)

- “tekuté” chemikalie jsou ve skfini pod digestofi (WB room)

- sklad chemikalii v suterénu, vstup jen s techniky &i dalSi povéfenou osobou

- Pomucky pro navazovani chemikalii v hornim Supliku pod ledovacem

Po navazovani chemikalii se vS8e musi umyt (vaha, pracovni misto), navazky a IZzice oplachnout
pomoci dH20

Umyvarka:

- je pfistupna pro studenty v momenté kdy néco akutné chybi, ale je nutné byt pfedem seznamen s

chodem umyvarky a kde najdou “sterilni” x “Cisty” material, PBS, mQ Hz0, sterile dH20, gelatine

- obsluha myéky, autoklava a susiéek je pouze v rezii zaSkoleného personalu!!



Rukavice:
- Zasobni krabice s rukavicemi jsou ve skfini na chodbé

- Specialni odolné&jsi rukavice do Spinavé ¢asti WB mistnosti jsou ve skfini v levé ¢asti stolu Spinavé
¢asti WB mistnosti. Tyto rukavice se pouzivaji vyhradné ve WB roomu - ve "$pinavé ¢asti”

Pouzivané druhy Etanolu:

- 70% Ethanol: k dispozici v kazdé laboratofi u kazdého pracovniho mista/Flowboxu, k dezinfekci
materialu, rukavic...

= Zasobni 70% Ethanol: 5l kanystr u umyvadla v Benchovné/Tkanovkach (zadni ¢ast)

- Denaturovany Ethanol (96% Ethanol + 1% Lékarského benzinu) nalévame do destilované vody
dH20 k pfipravé 70% EtOH ve stfickach

- Absolutni etanol p.a. (uchovavany v tmavé hnédych 1000 ml lahvych, je k dispozici v
Benchroomu i WB roomu, vyuziva se k experimentim, pfipravé pufrd, vzorkd...)

Skladani Spicéek:

- v Benchovné — v8echny prazdné krabi¢ky se nosi do benchovny dozadu k umyvadlu kde sluzba pini
prazdné krabicky, nahradni Spi¢ky jsou ve skfini pod umyvadlem, pokud nejsou tam, tak dalSi jsou ve
skfini na chodbé, technici pak doplnéné krabi¢ky odnesou na sterilizaci

- ve WB mistnosti — doplfiuje se pouze a jenom ve Spinavé c¢asti WB mistnosti, krabiCky se nikam
neodnasi (kontaminace chemikaliemi) a Spicky se zde nesterilizuji

Nejéastéji pouzivané pufry:

Priprava gelu pro gelovou elektroforézu:

— Pred pfipravou gelu je si potfeba pfipravit vaniCku o potfebném objemu pomoci plastové
vanicky a lepici pasky.

e Maly gel (70ml):
-70ml TAE

- Agarose for DNA gel electrophoresis (skfifi pod ledova¢em, mnozstvi dle pozadované koncentrace) —
rozpustit opatrné v mikrovince dokud se agaréza nerozpusti (umistéte pod nadobu v mikrovince aspori
2 ubrousky, aby se mikrovinka neza3pinila)

-Provadéjte v digestofi: pfidat cca 4 pl Ethidiumbromidu (EtBr; v lednici 112/6), vylit do vanicky, pfidat
hfebinek, nechat asi 20 min tuhnout

e Velky gel (150ml):




- 150mlI TAE

- Agarose for DNA gel electrophoresis electrophoresis (skfifi pod ledovac¢em, mnozstvi dle pozadované
koncentrace)- rozpustit opatrné v mikrovince (umistéte pod nadobu v mikrovince aspon 2 ubrousky, aby
se mikrovinka nezaspinila)

- Provadéjte v digestofi: pfidat cca 8 pl Ethidiumbromidu (EtBr; v lednici 122/6), vylit do vani¢ky, pfidat
hfebinek, nechat asi 20 min tuhnout

- Pfed gelovou elektroforézou zkontrolujte, zda je ve vani¢ce dostatek TAE pufru.

Po pripravé gelu v§e po sobé umyjte teplou vodou a poté dH-0, at na nic¢em nezlstane gel.

Po elektroforéze se gely vyhazuji do specidlniho kanistru (zluty kanistr s éervenym vikem).

1x TAE pufr (11):
- 20ml zasobniho 50x koncentrovaného TAE pufru
- doplnit dH20 po horni rysku.

- micha se ve Spinavé ¢asti WB mistnosti

Priprava 10x running/transfer pufru (1l):

- 1449 Glycinu

- 30,39 Tris

- Pfi pfesouvani vét§iho mnozstvi chemikalii do lahve pouzivejte sklenénou nalevku
- doplnit dH20 po rysku

- Do lahve umistéte nasledné magnetické michadlo a nechte to michat na magnetickém michadle,
dokud se vSe uplné nerozpusti.

Priprava running pufru (kanistr 10l):
- 11 10x Running

- 50ml 20% SDS

- doplnit na 10l dH20

Priprava wash pufru (10I):
- 50ml 2M Tris pH 7,6

- 200ml 5M NaCl

- 80ml 10% Tween



- doplnit dH20 do 10l

Priprava 20% SDS (500 ml):

- 100g SDS

- PFi presouvani vétsiho mnozstvi chemikalii do lahve pouzivejte sklenénou nalevku
- Doplite dH20 po rysku.

- Do lahve umistéte nasledné magnetické michadlo a nechte to michat na magnetickém michadle pfi
teploté 60 °C, dokud se vSe Uplné nerozpusti.

-Doporucuji michat pfes noc (ale vypnout zahfivani!!)

Roztok pro vodni lazen:

- 5ml AquaClean roztoku (lahvicka v Supliku pod centrifugou v tkafovkach; fotosenzitivni roztok -
uchovava se ve tmé)

- doplnit 11 dH20 (do nachystané 1l sterilni lahve)

Priprava 5M NaCl (0,5 L):
- 2,5x58,44g

- P¥i pfesouvani vétSiho mnozstvi chemikalii do lahve pouzivejte sklenénou nalevku.

doplnit dH20 po rysku

- Do lahve umistéte nasledné magnetické michadlo a nechte to michat na magnetickém michadle,
dokud se vSe Uplné nerozpusti.

Priprava LB (1000 ml):

- 25g LB powder (skfif pod ledovacem ve WB room)

Doplnit po rysku dH20

> sterilizuje se v autoklavu

Popiste lahev druhem roztoku a datem pfipravy!

Priprava LB agaru (1000 ml):
- 25 g LB powder
- 12 g Agaru (Agar Agar; Penta).

- Nasledné doplrite d H20 po vrchni rysku.



- Sterilizuje se v autoklavu.

- Popiste lahev druhem roztoku a datem pFipravy!

Priprava ATB alikvotu (semisterilné v Benchroomu):

- Aliquoty antibiotik skladujeme na -20 °C (mrazak v benchroom 113/5) v prostfednim Supliku. Zasobni
(préskova) antibiotika jsou na +4 °C (113/2).

- Ampicilin — zasobni michame 25mg/ml (nejCastgji pouzivame 50ml Falkonku, tj. 1250 mg Amp do
50% etanolu (Cisty!!-hnéda lahev) v 50 ml falkoné.

- Kanamycin — zasobni michame 25mg/ml (vazime na analytickych vahach do €isté 15ml falkonky a
doplnime miliQ vodou dle navazky; na 15 ml je mnozstvi Kan. 375 mg). Rozalikvotujeme do 1,5 ml
epinek a ulozime na -20 °C.

Priprava bakteriologickych misek:

- Bakteriologické misky se mohou pfipravovat “semisteriiné” v Benchroomu, nebo ve Flowboxu
(LabTechnici chystaji sterilné misky s ATB do z&soby)

- LB agar je umistén v chladové mistnosti. Pfed pfipravou je potfeba roztok kompletné rozpustit
v mikrovince (laboratof 115).

- Bakteriologické misky umistény na chodbé hned za prepazkou.

- Antibiotikum pfidavame do horkého LB-agaru ve chvili, kdy jej Ize jiz udrzet v ruce. Promichame a
lejeme na bakteriologické misky. Misky nechavame odkryté dokud agar pfirozené neztuhne (cca 10-
15 minut, poté misky pfiklopime vickem a oblepime parafiimem. Poté se skladuji dnem vzhuru
v chladovce.

- Ampicilin: 4 ml/l agaru (doba pouziti je 4 tydny od pFipravy)
- Kanamycin 2 ml/l agaru (doba pouziti je 6 tydna od data pfipravy)

- Nezapomerite misky popsat druhem antibiotika (Amp, Kan) a datem pfipravy.

Priprava PBS (2l, chystaji technici):

- 16,4g NacCl

- 5,8g Na2HPO4*12H.0

- 0,4g KH2PO4

- 0,4g KClI

- Doplnit mQ Hz20 do 2 L po rysku.

- Do lahve umistéte nasledné magnetické michadlo a nechte to michat na magnetickém michadle,
dokud se v3e uplné nerozpusti.



- Nasledné prefiltrujte pres filtracni aparaturu a rozdélte PBS do popsanych 250 ml lahvi a nachystejte
k vyautoklavovani.

TRIS (v€. upravy pH; vétSinou chystaji technici):
-TRIS (powder pod ledovacem)
- Mnozstvi TRISu pro rizné koncentrace napsano na ledovadi. Poté doplrte dH20 do objemu 3/4 lahve.

- Do lahve umistéte nasledné magnetické michadlo a nechte to michat na magnetickém michadle,
dokud se v3e upIné nerozpusti.

- Po rozpusténi TRISu upravte pH pomoci roztoku HCI na pozadovanou hodnotu. Hodnotu pH
kontrolujte digitalnim pH metrem. Po zkalibrovani dopliite dH20 az skoro po rysku.

- Nechte TRIS nasledné pfes noc michat a dalSi den opét zkontrolujte pH. Pokud je pH moc nizkeé,
muzete jej doupravit pomoci NaOH.

Cisténi a kalibrace pipet:
- Znecisténé filtry se vymeénuji pouze u 5ml pipet

- www.youtube.com/watch?v=g0o-VBMVKio (How to disassemble, assemble, clean and grease the
Eppendorf Research® plus mechanical pipette)

- Kalibrujeme pouze 200ul, 1000ul a 5000ul pipety (technici) pomoci analytickych vah ve WB mistnosti,

- ostatni se nechavaji zkalibrovat vyrobcem (eppendorf u eppendorfu a labnet pipety u KRD)

Kontrola zasob:

Je potieba, aby si kazdy student a pracovnik v laboratofi hlidal zdsoby reagencii a potieb, které
v laboratofi vyuziva. Pfi ubyvani zasob je potfeba upozornit svého Skolitele, technika &i laboratorniho
manazera, aby byla nova zasoba objednana v systému Quartzi.


http://www.youtube.com/watch?v=q0o-VBMVKio

