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Laboratorijski dnevnik rada

Tko?
o Svaki istrazivac, laboratorijski djelatnik, znanstvenik

Sto?
° Biljeznica koja sluzi za dokumentiranje obavljenog eksperimenta

Zasto?
> Ponovljivost eksperimenata
° Provjera valjanosti istrazivanja




Kad voditi laboratorijski dnevnik?

Uvijek kad radite eksperimente — prilikom provodenja eksperimenata!

| kad radite u laboratoriju i kad provodite analize na racunalu

@ Lipowere



Kako voditi laboratorijski dnevnik?

»Na licu mjesta (u laboratoriju)

» Upisivati podatke izravno u dnevnik rada (ne na priru¢ne papire i papirice pa naknadno prepisivati)

» Pisati kemijskom olovkom

» Pisati na desnu stranu

» Lijeva strana je za slike i komentare

ERESTELS B

Beedy Kucdz (youeonme).

_ Pactnee Nome(sD

Dﬁga&aMm_— =




Sto sve dnevnik rada treba sadrzavati?

»Datum istraZzivanja

»Naziv istrazivanja
»Kratak uvod i ciljeve istrazivanja
» Koristene materijale i popisane instrumente

»Metode i tocan protokol, upisano korak po korak prilikom rada kako je radeno, uklju¢ujuéi svaku izmjenu
od protokola i svaku gresku, sto vise informacija

»Tocne brojeve, mjerenja, rezultate, slike (fotografije, gelovi, grafovi, tablice...)
»svi podaci trebaju biti upisani neovisno o uspjehu eksperimenta i upotrebljivosti dobivenih podataka

»Interpretaciju dobivenih rezultata i zakljucke izvedene iz rezultata



Sto se NE smije raditi s dnevnikom rada?

» Pisati tek na kraju dana (kad je eksperiment zavrsen) ili neki drugi dan

» Prepisivati s papirica u dnevnik rada (uvijek upisivati direktno u dnevnik)

» Trgati stranice, brisati upisane podatke (ako ste pogresno upisali, prekrizite i unesite
ispravljeno)

» Falsificirati rezultate

» Laboratorijski dnevnik ne smije napustiti laboratorij!
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And then he said:
I don't need to write this in
the lab notebook, I will

remember everything.




Posljedice loseg vodenja laboratorijskog
dnevnika?

* Tufts University immunologist Thereza Imanishi-Kari admitted that her
poor-record keeping led to misconduct allegations regarding falsification
and fabrication of data in her 1986 paper in Cell with co-author Nobel
Laureate David Baltimore (1)

* December 2011, a paper about Sleep Apnea was retracted from the New
England Journal of Medicine due to the authors’ inability to locate
original data (2)

* Asurvey of 90 major research institutions’ Research Integrity Officers
showed that 38% of 553 misconduct cases involves some degree of poor
record keeping (3)

* Ina 2007 NIH survey of 1,479 researchers, 27.5% admitted to
inadequate record keeping (4)

(1) Kaiser, J.; Marshal, E., 1996, Imanishi-Kari Ruling Slams ORI. Science, 272, 1864-1866
(2) Retraction Watch (http://retractionwatch.com/2013/10/30/nejm-paper-on-sleep-apnea-retracted-when-original-data-cant-be-found/)
(3) Wilson, K.; et. al. 2007, Research Records and the Resolution of Misconduct Allegations at Research Universities.
Accountability in Research, 14, 57-71
(4) Shamoo, A.E.; Resnik, D.B., 2009, Responsible Conduct of Research (2" Ed.). Oxford University Press
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Generalne upute za vodenje laboratorijskog dnevnika

https://research.columbia.edu/sites/default/files/content/RCT%20content/ReaDI%20Program/tutori
al_LabNotebook_ V9.ndf

Good Laboratory Notebook Practices

A tutorial on notebook best practices for
maintaining organization of data and research
integrity during the conduct of research

Created by Office of Research Compliance and Training
As part of ReaDI Program
Supported by Columbia University Standing Committee on the Conduct of Research



Ocijenite dnevnike rada ocjenama od O
do 10 (0 = najlosiji, 10 = najbolji)

Skeniraj me!
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16.4.15.

qPCR (ami&x-bpm i cul3hyp-bpm1)

nakon DNAznog tretmana, kancentracije su bile jako niske, pa sam provjerila originalne RNA na gelu, i
tini se da unutra nema genomske. Tako da sam odustala od dnaznog tretmana i nastavila dalje s tom
RMA

18.4.19.
Anti-DMS3 eksperiment
lzvadila plofe u komoru

gPCR (ami6x-bpm i cul3hyp-bpm1)

RT-PCR

kone RINA . kolifina koncentracija | koncentracij
uzorak faktor razrj. wvalumen nakon RT- = nakon

(ng/ul) RHA PCR-a razrjedivanja
Call 1578 1,328505214 5.5 383 35,3 28,77
Cal 2 130,1 2,086505141 48 363 36,3 28,77
841 86,3 1 10,0 363 36,3 28,77
5-4-2 1376 1,594433007 5,3 383 35,3 28,77
751 3,3 1,034762457 9,7 363 36,3 28,77
752 1165 1,349942063 74 363 36,3 28,77
241 121 1,402035747 71 383 35,3 28,77
2-4-2 1723 1,596523754 5.0 363 36,3 28,77
bl 121 1,402085747 71 363 36,3 28,77
b2 133 2,120505849 47 383 35,3 28,77

adradrianje volumena BT-PCR

kampanenti
ukoaped " ET- ET
RIMY | ohgen | B4 e | G |omomo| MIETEE) pop | B | Reenai
reakrije e - 9| e Hmirn:
pL 1 1 do 10 pL 2 4 03 1
coll 0 5,47 1 1 4,53 z 4 0S5 1
ol 0 4,74 1 1 521 2 4 o5 1
841 o 10,00 1 1 0,00 I 4 05 1
842 o 6,27 1 1 173 z 4 0S5 1
251 10 9,66 1 1 0,34 2 4 0.5 1
753 10 741 1 1 259 2 4 05 1
241 o 713 1 1 287 z 4 05 1
10 5,01 1 1 4,99 2 4 0.5 1
2-4-2
b1 o 713 1 1 287 z 4 05 1
10 72 1 1 2 4 05 1
b2 4. 528
dodatra 1 1 2 4 03 1
reakija
ukupno 11 11 o 41 55 11
UPUTE 2l u svaku epicu 8 el u sk epiou

Makon RT-PCR-a, napravila sam PCR = primerima za aktin. Svi su uzorci kontaminirani genomskom &

Opcije:

1. penovit QNAzN tretman na vedo] koliding RMA uzorka | produfit vrijeme precipitacije preke nodi

2. napravit gPCR svejedno, ako su PCR produkti dobiveni na temelju umnaianja genomske DNA
dovoljno veliki da ih ograniim vremenom amplifikacije
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FLOWHOOD —work mode |; sleep mode bed”’

GOAL: test for transgene (GFP) = four different lines containing 0eBPM1+GFP (p355) to be tested (first to check GFP
under microscope later to check germination)

Seed designations: “1UM104"; “2LM104"; “3LM1047; “4LM104"

* Preparation of selective medium M50 + GLA (Glufosinate ammonium selection)
GLA stock is 10 mg/mL (x1000) *act like its x500 _... In 70 mL of medium add 140 pl of GLA

**medium is prepared (find: in closet in flowhood rogom) — melt in microwawve — wait until it cools down add GLA
(GLA is in the -20 *C fridge in flowhood room)

Glufosingte ammonium, an herbicide that is sold under o variety of trode nomes including Bosta and Finale.
Resistance ta glufosingte ammaonium is conferred by the bacterial bialaphos resistance gene (BAR) encading the
enzyme phosphinctricin acetyl transferase [PAT).

» Sterilization of seeds
1. 1minin 70% EtOH [1 mL for 1.5 mL Eppend.]
10 min in 1 % izosan-G + 0.1 % mucasol [1 mLfor 1.5 mL Eppend.]
Mucasole — universal detergent
lzosan-G (Fliva) — treklozen natrijo (gronulat za opfu sanitociju | 20 dezinfekciju vade); germicidni ufinok

= 2mL: 20 mg of izosan and 2 pL of mucasol

= prepared for 14 mL: 140 mg izosan and 14 pL of mucasol — fill with water until 14 mL
3. 13 000 g inot necessary)
4. Wash in water 5 x [1 mL for 1.5 mL Eppend.]
5. Plate on M50+GLA plates (small ones) using 1000 mL tips

Keep 2 days at 4 °C to synchronize the seeds.
Later move to 24 *C for 7-8 days.

05012035

#  Plates with 0eBPM1+GFP (p355) seeds (“1LM104"; “2LM1047; “3LM104"; “4LM1047) moved to light room (24 °C,
16 hours, long day) for +6 days [until they germinate)
*later before microscoping put at 37 *C for 6 h (to stabilize BPM1)

LATER OBSERVATION: all germinated except “1LM104” — probably loss of germination ability of the seeds; rest grew
on selection plate (GLA) — means transgene is still present
= “1LM104" was trashed
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h3 1 2016

Uzela sam 3 mlL prekonocne kulture i prenijela u 75mL YPD medija (OD&00 = 0,254}, to sam uzgajala 4

sata na 30°C, 230 o/min (OD600=0,542)
Centrifugirala 1000 g, 5 min. Bacila supernatant
Dodala milg H20 Ma talog (40 mL) i resuspendirala.
Centrifugirala 1000 g, 5 min. Bacila supernatant

Talog sam otopila u 3 mL 1XTE/LiAC .

Oznacila sam 22 epice i u njih dedala po 10 ul carrier DMNA (salmon sperme, sonicirana | denaturirana

5 min na 85 °C) prema tablici sam na carrier DNA dodala plazmidne DMA za transformaciju

1 2 3 4 5 & 7 B 9 11
EGADETID EGRETID | paGBTS CGRKTT | pGEKTT | pGRKT? | pGBKTT | RGEKT? | pGEKTF | RGRET? LGRTY
341.3 nrul 181 & BRI BPRA D BPRAY BPfY B BPRAS BPRAS B4 omMss
2480 4630 4660 74,5 4701 4473 49k5 76,1 38611
Lul Lul Lul 35 ul 35 il 4wl 0,5 ul 3,55 ul 35 il 4wl 38 il

21 22 23 24 25 26 27 2B 25 30 31

pEADE T4 pGRKTTD | pGETS RERETT RGEETT RGRETT RERETT RERKTT RGEETT RGRETT RERETT REETE
DMsE BPRA1 | BAAALD | 2PRAD BAfA BRf BARAS BARAE B4 BPRAIS DkisE
16,7 nglul 818 2360 4630 466,0 a5 4701 4473 4016 76,1 116,11 81,1
06wl 2ul Zul 35 ul 35 ul 4 ud 35 ul 355 ul 35 ul 4 ud 25 ul D8 ul

Na miks takvin DNA sam dodala po 100 ul suspenzije kvasca, vorteksirala sam.

Dodala sam 600 ul frigko pripremljene PEG/LiAc otopine (16 mL 50% PEG, 2 mL 10%TE, 2 ml 10x Lifc)
Varteksirala sam i inkubirala 40 min na 30°C u termomikseru uz mixanje 400 ofmin.

U swvaku transformacijsku otopinu sam dodala 70 ul DMSO (filter steriliziran), lagano promjesala .
Kvacse sam toplinski Sokirala 17 min na 42°C. Ohladila na ledu 2 min.

Centrifugirala sam 1 min na 14000 g, bacila supernatant i talog resuspendirala u 200 ul IXTE.

Sve sam prenjela na SD-Leu-Trp plodu, na to dodala staklene kuglice (kaje sam maknula kad se
suspenzija ravnomjerno razmazala i upila u ploce. Ploce sam omotala parafilmom i uzgajam ihna
30°C (naopacke).

Tretirla sam klijance arabidopsisa sa 100 ulM MiG132 i 50 uM MLN. Nakon 5 minutne infiltracije u
wakumu klijanci su stajali 2 sata na tretmanu (u MES puferu 5,7 i w MES 5,7 + DMS0) | onda sam ik
stavila u fritko pripremljenu otopinu Propidij jodida (stock: 5 mg otopljeno u 1 mL vode; otopina za
bojanje: 30 ul stock otopine + 1970 ul vode) | odmah mikroskopirala. Slikala sam vriak korijena.

Ispale su fenomenalne slike!

MLN 50 uM, 2 hours MG132 100 uM, 2 hours

Dosli su primeri za kloniranje DMS3 gena u pENTR 3C. Otopila sam ih u milig H20 — stoje preko noci
na +4°C.

BPM1gfp 104

BPM1gfp 3

WT

14.1.2016.

Tu je neki kongres Epigenetic & Chromatin Regulation of Plant Traits Conference, pa letim
na sve strane ©

PCR: Thermo Scientific Phusion High-Fidelity PCR Master Mix (F531L)
Pfw: DMS3fwBamHI 5'-GACTAGGGATCCATGTATCCGACTGGTCAACAG-3'
Prev: DMS3revXhol 5'-gatatCTCGAGTCATCTGGGTGTGTTCATTGGC-3"

Template: pGAD424DMS3
25 ul mix; 1 ul Pfw; 1 ul Prev; 1 uL pGAD424 DMS3; 22 uL H20




Ponedjeljak, 18.09.2017.

His prototrofija — rezultati, X-gal stock otopina i B-gal test

His prototrofija - rezultati

Gotovo svi kvasd lijepo narasli na “master” plotama, jedino su druga replika transformanata 71 1g,
te 57 i 13 narasli slabo. Na Leu Trp His (+ 3AT) ploci 1 narasli su kvasci M3 (AMATH-AD + DMS3-BD),
53 (ASPOP-AD + DMS3-8D) i M7 (AMATH-AD + RDM1-BD — slabo), a na ploci 2 su narasli S7 (ASPOP-
AD + RDM1-BD) i 13 (BPM1-AD + DMS3-BD). Na obje ploce narasla je pozitivna kontrola: 73 (RDM1-
AD + DMS3-BD). Po jedna “"master plate” koriitena je za test B galaktozidaze.

X-gal stock otopina
Napravijena nova X-gal stock otopina, 20 mg/mL u DMF (dimetilformamid — posuden iz sobe 222).
X-gal je osjetljiv na povisenu temperaturu i svjetlost (falkonica omotana aluminijskom folijom).

B-gal test
Sve se radi za dvije ploce paraleino:

1. Priprema agaroze
- 0,07 g agaroze doda se u Falconicu od 50 mL u kojoj je 10 mL Z-pufera
- Falconica se postavi u éasu s vodom i sve zajedno se zagrijava u mikrovalnoj malo po
malo dok se agaroza u potpunosti ne otopi
2. Pripremanije filter papira
- pincetom se izvadi filter iz plasticne kutijice i izreZe mali trokutic na rubu (vidi sliku)
- filter se poloZi na kvasce na jednoj od “master " ploéa tako da trokutic sjedne na donji rub
- naplocu se poloZi staklena casa (600 mL) (3 min}
- makne se valjak i drugom pincetom (sa svijenim rubom) dodatno se utisne svaka kolonija
u filter

- pincetom se polako odlijepi filter s ploce i uromi nekoliko puta u kontejner s tekudim
dugikom
- filter se postavi u otvorenu Petrijevu plofu tako da stanice gledaju prema gore. Filter ce
se 5am opustiti, no moie se ga dodatno izravnati pincetom. Kaolonije su sad u zrcalnom
polofaju u odnosu na originglnu plofu. Paziti da ne ostanu mjehurici nakon izlijevanja
agaroze.
3. Bojanje (OBAVEZNE RUKAVICE)
- u ohladenu agarozu doda se 165 ul X-gal [dodala 161 pl) i 27 pl B-merkaptoetanola,
promijesa se i izlije na filter.
- ne pomicati plofu dok se agaroza ne skrutne. Zatim se plofa zatvori parafilmom.
- \rijema za pojavu plavog cbojenja je max 5 h.
4. Rezultati
- Makon pola sata uofeno je plavo obojenje kontrolnih kolonija (73 = RDM1-AD + DMS3-
BD)
- Makon 3 sata vidljivo je vrlo slabo obojenje kolonija M7 1 M3.

Utorak, 19.09.2017.
Odredivanje reduciranog glutationa in situ | Mjerenje intenziteta fluorescencije (MCB)

Odredivanje reduciranog glutationa in situ

Sjemenke stavljene na klijanje u ponedjeljak, ABA slabije proklijala pa odiufeno da se pokus danas
radi samo za MES, a sutra za ABU. Matasa ce raditi DHE, ja radim MCB.

Boja monoklorbiamin (MCB). MCB formira flusrescantni adukt s G5H u reakciji koju katalizira
glutation-S-transferaza.
Bojano po protokolu:

- Boja je osjetljiva na svjetlost, kisik i temperaturu. Sve raditi u mraku!

- Inkubacija sjemenki (20-tak) 1 h u 100 pL ctopine boje (50 uM), dok stoji pokriti
pokrovnicom (kisik!). Radi se na dugatkoj pokrovnici voskom zalijepljenoj na
metalni nosat.

- Sjemenke nakon inkubacije 3 x isprati s po 200 pl destilirane vode. Dodati 200 uL
destilirane vode i prekriti okruglom pokrovnicam.

- Mikroskopiranje na povecanju 20 x

- Ekscitacija UV, emisija PLAVO
Gleda se i snima/slika radikula




Klasicni ili digitalni dnevnik?

KLASICNI LABORATORIJSKI DNEVNIK RADA DIGITALNI LABORATORIJSKI DNEVNIK RADA
- | Pisanje izravno u laboratoriju tijekom Lako pretrazivanje dnevnika (ctrl + F)
o | rada (vise potankosti v o o
5 ( P ) Citko — digitalni rukopis je svima Citljiv
s | Lakoca upisivanja

* Teze pretrazivanje i snalazenje * Prepisivanje s papira
o : :
é (listanje) * Upisivanje s odgodom

* Rukopis * Racunalo mozda nije u laboratoriju

Najbolje od oba svijeta:
Digitalne biljeznice (E Ink writing tablet)




My Pl taking a look at my lab notebook trying to figure
out what the hell I’'ve been doing the past couple of years




