1. uloha. Izolace restrikénich endonukleaz z bakterialnich bunék

Restrikéni endonukledzy (RE) jsou soucésti restrikéné modifika¢nich systémt tady
bakteridlnich druhti. Jednou z jejich funkci je degradace cizorodé DNA. Izolace RE z
bakterialnich bunék je pomérné jednoducha a obecné ji 1ze rozdélit do néasledujicich krokt:

1. Kultivace bakteridlnich bunék. Baktérie se pomnozi v tekutém Zzivném mediu do
exponencialni az pozdné exponencidlni faze ristu (ristové podminky - tj. slozeni zivného
media a teplota - se zvoli podle konkrétniho organismu).

2. Shromézdéni bunék. Bunky se zcentrifuguji pfi nizkych otdkach a promyji vhodnym
pufrem.

3. Lyza bunék. Buiiky se zlyzuji pomoci enzymt (n¢kdy jen ¢astecné nalyzuji) a rozbiji. K
lyzi bun€k se nepouzivaji detergenty (denaturace proteinll). K rozbiti bunck se pouziva
n¢kolika zpasob, z nichz nejcastéjsi jsou:

- osmoticky Sok

- drceni bunék (balotina, sklenény prasek, oxid hlinity aj.)

- sonikace (pfedstavuje univerzalni a nejpouzivanéjsi zpisob rozbiti buné€k)

4. Precisténi lyzatu. Lyzat se zbavi zbytkli bunéénych stén a ribozémul centrifugaci pii
vysokych otackach.

5. Odstranéni nukleovych kyselin (pied odstranénim jsou NK substratem fady nespecificky
pusobicich nukledz a vedou ke zvySeni relativniho podilu RE). NK se odstranuji
vysrazovanim se streptomycinsulfaitem nebo polyetyléniminem. Vznikly precipitat se
odstrani centrifugaci. Zbytky streptomycinsulfatu a nizkomolekularni latky se odstrani
dialyzou, pifipadné¢ promytim lyzatu na chromatografické koloné (napt. heparin-agardze).
Takto l1ze RE rovnéz zakoncentrovat.

7. Uchovavéni extraktl. RE Ize skladovat bud’ bez purifikace a zakoncentrovani pii 4°C (jako
tzv. hruby lyzat), nebo po procisténi a zakoncentrovani ve vhodném pufru s 50% glycerolem
pti -20°C.

Poznamky k izolaci:

1. Béhem izolace nesmi teplota prekrocit 10°C (inaktivace RE!)

2. Sonikaéni roztok obsahuje merkaptoetanol, ktery je zdravi skodlivy!

3. Je vhodné k praci pouzit sterilni material; kontaminace mikroorganismy muze vést k
degradaci RE.

4. Pti préci s ultrazvukem je tieba dodrzovat bezpe¢nostni predpisy.



Izolace restrikénich endonukleaz Sau3Al a Sau96 z bunék S. aureus

Organismy: Bakterialni kmen Staphylococcus aureus PS 3A a S. aureus PS96.

Fag 3A, 96, lambda (nebo jejich DNA).

Material: Zivny bujon (500 ml), promyvaci pufr (0,05 M TRIS.Cl, 0,015 M Nascitrat, pH
7,4), lyzostafin (200 U/ml), sonika¢ni pufr (0,01 M TRIS.CI, 0,01 M 2-merkaptoetanol),
streptomycinsulfat (10% zas. roztok v sonikacnim pufru), dialyza¢ni hadice, agar6za, TAE
elektroforeticky pufr, nanaseci barvivo pro elektroforézu.

Ptistroje: termostat, centrifuga T23, ultracentrifuga UP65, ultrazvukovy sonikator, zafizeni
pro elektroforézu, transiluminator.

Postup

1. 500 ml bujonu naockujeme 25 ml 18h/37 °C bujonové kultury piislusného bakterialniho
kmene a nechame inkubovat ptes noc pii 37 °C.

2. Buiiky zcentrifugujeme v centrifuze T23 pii 6000 ot/min pii 4°C, 10 min. Sediment bunék
zvazime (ofekavand hmotnost 2-3 g, minimalni pozadovana hmotnost 1,5 g).

3. Sediment promyjeme promyvacim pufrem (1x) a zcentrigujeme jako v bod¢ 2) a
resuspendujeme v 10 ml promyvaciho roztoku.

4. Ptidame roztok lyzostafinu do vysledné koncentrace SU/ml a inkubujeme 15 min pti 37 °C
za obCasného promichéani. Nesmi dojit k uplné lyzi - kontrolujeme vizualné.

5. Buiiky zcentrifugujeme 10 min pii 5000 ot/min a 4 °C a sediment resuspendujeme v 10 ml
sonika¢niho pufru.

6. Bunécnou suspenzi vychladime v ledové vodni lazni (5 min) a buiiky rozbijeme
ultrazvukem (10x 30-sekundovych intervalii - pribézné chladime tak, aby teplota
nepiekrocila 10 °C!)

7. Bunécné zbytky a ribozomy odstranime centrifugaci 1 hod pti 35 000 ot/min , 4 °C v
centrifuze UP65 (rotor 8x11 ml).

8. K supernatantu ptidame roztok streptomycinsulfatu do vysledné koncentrace 1% a
ponechame 1 hod pii 4 °C. SraZeninu zcentrifugujeme 10 min pii 30 000 ot/min, 4 °C na
centrifuze UP65 (rotor 8x 11 ml).

9. Supernatant pteneseme do pfipravené dialyza¢ni hadice (vafit 10 min. v roztoku uhli¢itanu
sodného a potom 2x v destilované vod¢) a dialyzujeme proti sonika¢nimu pufru pies noc
(4°C, 3x 500 ml pufru).

10. Jemny precipitat odstranime centrifugaci (50000t/10 min, 4°C) a supernatant pfeneseme
do sterilni zkumavky a rozdélime do n¢kolika alikvotnich ¢asti. Takto pfipraveny hruby
extrakt uchovavame pii 4°C (zlstava aktivni po dobu nejméné 1 roku).

11. Stanovime aktivitu restrikénich enzym pfitomnych v hrubém extraktu.



Stanoveni aktivity restrikénich endonukledaz Sau3Al a Sau96

Restrikéni endonukledzy Sau3 A a Sau96l stépi DNA faga lambda a rovnéz DNA
stafylokokovych bakteriofagt, které byly propagovany na kmenech S. aureus nesoucich
restrikéné modifika¢nimi (RM) systémy odlisné od RM systému pfitomnych v kmenech
PS3A a PS96. Této skuteCnosti Ize vyuzit k ditkazu endonukleolytické aktivity enzymi
ptitomnych v hrubych extraktech pfipravenych v tloze €. 1.

Materidl: Hrubé extrakty pfipravené v tuloze ¢. 1, DNA faga lambda (I mg/ml), DNA
stafylokokovych fagh 3A, 96 a 71 (konc. 200-500 pg/ml), 50% konc. TAE elektroforeticky
pufr, agardza, $tépici pufr 10x koncentr., 6x konc. nandseci barvivo,

Ptistroje a zafizeni: mikrocentrifuga, termostat, Eppendorfovy zkumavky, automatické pipety
a Spicky, zafizeni pro elektroforézu, transiluminator, fotoaparat.

Postup

1. Do Eppendorfovy zkumavky napipetujeme:

- 10 pl sterilni destil. vody

- 5 pl roztoku DNA faga (lambda, ptipadné nékterého ze stafylokokovych fagh) (asi 1 pg)
- 3 ul hrubého extraktu izolovanych RE

- 2 pl 10% konc. $t€piciho pufru (aktivitu ovéfujeme v pufrech A, M a MULTI-CORE)
Soucasné¢ zalozime reakéni smés, v niz je hruby extrakt nahrazen destil. vodou

2. Smés dobte promichdme pipetou a zcentrifugujeme 1 min.

3. Inkubujeme 2 hod piti 37 °C.

4. Zahtejeme 5 min pii 56 °C a nechdme pomalu ochladit na pokojovou teplotu
5. Pfidame 3 ml nanaseciho barviva a dobie promichame pipetou

6. 20 ml roztoku naneseme na 0,7 % agarozovy gel a provedeme elektroforetické rozdéleni
(3-4 hod pti 40 mA)

7. Gel pteneseme do barvici 1azn€ (TAE pufr obsahujici 1 mg etidiumbromidu/ml) a nechame
barvit 0,5 hod.

8. Gel oplachneme destil. vodou (5 min) a pozorujeme pod UV svétlem. Potfidime
fotograficky zdznam.

Poznamky:
1. Etidiumbromid je mutagen - pracujeme v rukavicich a na vyhrazeném misté.
2. Pti praci s UV svétlem chranime oci a pokozku



3. uloha. Uprava koncit DNA prostitednictvim PCR a klonovini ve
vektorech rady pBluescript

Priprava kompetentnich bunék pro transformaci

Jako recipientnich kment pro klonovani cizorodé DNA se nejcastéji vyuziva kmena E. coli,
které byly mutacemi a metodami genového inZenyrstvi upraveny tak, aby byly schopny s
vysokou ucinnosti pfijimat externi DNA (vétSinou plazmidovou), umoznovaly jeji replikaci a
udrzovaly jeji ptivodni strukturu (tj. nezptisobovaly vystépovani naklonované DNA) a
dovolovaly selekci rekombinantnich plazmidi. Podrobné charakteristika téchto kmenii
(zejména jejich genotyp) byva uvadéna v katalozich firem a praktickych ptiruckéach.

Vlastni navozeni kompetence spo¢iva v pomnozeni bun¢k ptislusného kmene E. coli v
tekutém zivném mediu (napf. LB bujonu) do exponencialni faze ristu, ptevedeni bunék do
roztoku CaCl,, v némz se buiiky ponechaji n€kolik hodin, béhem nichz dojde k jejich
vyhladovéni a uréitym zménam v bunécné sténé, umoziujicim piijmout externi DNA.

Takto ptipravené buiiky Ize pouzit bud’ bezprostfedné, nebo se prevedou do roztoku CaCl,s
ptidavkem glycerolu, v némz je mozné buniky zamrazit na -70°C a pouzit pozdé&ji (takto
ptipravené buiiky 1ze uchovavat nékolik mésici nebo i déle).

Organismy: Bakterialni kmen E. coli DH5a

Material: LB bujon, sterilni roztok 0,05 M CaCl,, sterilni centrifuga¢ni zkumavky, kolorimetr
s ptislusenstvim, chlazend centrifuga T23

Postup

1. 20 ml LB bujonu v Erlenmayerové baiice naockujeme 2 ml bujonové kultury (18
hod/37°C) a inkubujeme pti 37°C na vodni tfepaci 1azni do hustoty suspenze ODgoo = 0,3.

2. Bunécnou kulturu vytemperujeme na 0°C v ledové vodni ldzni a centrifugujeme 10
min/3000 ot/min pii 4°C. Od této chvile nesmi teplota piekrocit 4°C!

3. Sediment bunék resuspendujeme v poloviné objemu ledového roztoku CaCl, a ponechame
v lednici pii 4°C pies noc.

4. Bunky zcentrifugujeme jako v bodé 2) a sediment resuspendujeme ve 2 ml (obecné v 1/10
vychoziho objemu kultury) roztoku CaCl..

5. Takto pfipravené kompetentni buniky Ize pouZzivat ptiblizn¢ jeden tyden. Pro dlouhodobé
uchovavani se k bunééné suspenzi piida 1/10 objemu sterilniho glycerolu (4°C!) a suspenze
se zmrazi na -70°C.



Priprava plazmidového vektoru pBluescript ke klonovani

Jednim z bézné€ pouzivanych vektori pro klonovani v E. coli je bakterialni plazmidovy vektor
pBluescript. Jeho polylinker (obsahuje cilova mista pro 16 restrikénich endonukleaz) je
umistén v ¢asti genu lacZ kodujici proximalni ¢ast polypeptidu beta-galaktozidazy, coz
umoznuje pouzit k odliSeni rekombinantnich a nerekombinantnich plazmida
alfa-komplementace. Gen pro rezistenci k ampicilinu je vyuzivan pro selekci transformant.

Jako hostitelské kmeny pro tento plazmidovy vektor jsou pouzivany kmeny E. coli. Pro
klonovaci experimenty je nutné pouZzit kmeni, které jsou schopny alfa-komplementace (t;.
nesouci mutaci lacZ M15), napt. E. coli DH5a, IM83, IM101, NM522 aj.

K izolaci DNA vektoru je mozné pouzit nékolika metod, poskytujicich DNA o riizném
mnozstvi a €istoté. Optimalni je ptipravit DNA purifikovanou ptes kolonku (spin columns) s
vyuzitim nékterého komer¢niho kitu. Je mozné vsak vychazet i z preparatt, pfipravenych
nékterou z mikrometod, pfi nichz se ziskd DNA v mnoZstvi né€kolika pg s dobrou citlivosti ke
Stépeni restrikénimi endonukledzami a ti¢inn¢ spojovana ligazou.

Nastépeni vektoru restrikéni endonukledzou

Material: Eppendorfovy zkumavky, mikrocentrifuga, automatické pipety, Spicky, zatizeni pro
elektroforézu, transilumindtor, restrikéni endonukleazy, Stépici pufry, sterilni destil. voda, TE
pufr, 70% a 100% etanol, QiaQuick PCR purification kit, purifikovand DNA vektoru
pBluescript, restrikéni endonukledzy ECORI a BamHI.

Nejdiive stanovime orientaéné koncentraci vektoru: 2 pl roztoku DNA smichame s 48 ul TE
pufru a stanovime absorbanci pii 260 nm. Z naméfené hodnoty odhadneme koncentraci
DNA.

6 ug DNA vektoru pBluescript nastépime v objemu 40 pl reakéni smési prislusnou dvojici
RE (2 hod), abychom zabranili znovuspojeni pfe¢nivajicich konct.

2 ul reakéni smési naneseme na agarozovy gel a zkontrolujeme, zda je nastépeni vektoru
uplné.

K reakéni smési ptidame 40 ul TE pufru a provedeme purifikaci DNA (viz QIAquick PCR
Purification Kit Protocol). Nakonec DNA rozpustime v 30 ul elu¢niho pufru a ulozime pfi
-20°C.



Priprava cizorodé DNA pro klonovani ve vektoru pBluescript

Jako cizorodou DNA lze pro klonovani v pBluescriot vektorech pouZzit DNA z jakéhokoliv
organismu za predpokladu, ze je tato DNA nativni a lze ji $tépit n€kterou z restrikénich
endonukledz, jejiz §t€pné misto se nachazi v polylinkeru (velikost restrikénich fragment,
které 1ze naklonovat, je max. asi 10 kbp). DNA, ktera neni Zadnou z téchto RE Stépena, by
bylo nutné nejdiive upravit tak, aby jeji konce byly s nékterou z RE kompatibilni - napf.
pfipojenim spojek, adaptoru nebo modifikaci konct prostfednictvim PCR.

K naklonovani Ize pouzit DNA, ktera byla §té€pena bud’ jednou RE, nebo dvéma rtiznymi RE
- v tomto piipad¢ dojde k tzv. orientovaném zaclenéni restrikéniho fragmentu do vektoru, coz
ma fadu vyhod, napf. umoziluje restrikéni mapovani a sekvencovani z definovaného konce.
Pouziti DNA S$tépené dvéma enzymy zabranuje jeji cirkularizaci a zvySuje pravdépodobnost
vzniku rekombinantnich plazmidi pii ligaci vektorové a cizorodé DNA.

Material: DNA vyizolovanad z bakterii Staphylococcus nepalensis; kmeny: CCM7045,
CCM2433, CCM7317 a NRL04/522.

- restrikéni endonukledzy EcoRI a BamHI, §tépici pufry 10x konc., destil. voda

- primer H279 nesouci EcoRI-misto (5-GAATTCGAIIIIGCIGGIGAYGGIACIACIAC-3') a

primer H280 nesouci BamHI-misto (5'-CGCGGGATCCYKIYKITCICCRAAICCIGGIGCYTT 3)),

o koncentraci 10 pmol/ul, 10x konc. roztok dNTP, Taq DNA-polymerdza a ptislusny reakéni
pufr, 50 mM MgCl,,

- automatické pipety, Spicky, eppendorfky, mikrofuga, spektrofotometr, termocykler

- zatizeni pro elektroforézu a vyhodnocovani gela

Postup

1. Provedeme amplifikaci genu pro 60 kDA chaperonin Cpn60 s primery, jejichz konce nesou
rozpoznavaci sekvence pro restrikéni endonukledzy ECORI a BamHI (viz protokol PCR).

2. Provedeme purifikaci PCR-produktu (viz QIAquick PCR Purification Kit Protocol) a
vysledny vzorek ovéfime na agardzové gelové elektroforéze, soucasmé odhadneme
koncentraci DNA.

3. Provedeme S$tépeni purifikovaného amplikonu restrikénimi endonukleazami EcoRI a
BamHI:

V eppendorf. zkumavce smichame:

- 1-2 ug DNA (x ul roztoku DNA)

-45 -x ul H,O

- 5ul 10x konc. $tépiciho pufru

- 5 jednotek restriktdz (asi 1 pl)

Obsah zkumavky dobfe promichame a kratce zcentrifugujeme v mikrofuze. Inkubujeme 2
hod pfi teploté doporucené pro prislusné restriktazy.

4. Zkumavku zahfejeme 5 minut na 56°C a nechdme zchladit na pokojovou teplotu

5. Opét provedeme purifikaci nastépeného PCR-produktu (viz QIAquick PCR Purification
Kit Protocol). Rozpustime ve 30 ul elu¢niho pufru.

6. Rozstépenou DNA ulozime pii -20°C.



Ligace vektorové a cizorodé DNA

Nejsnadnéji se klonuji DNA-restrikéni fragmenty, ziskané st€penim DNA dvéma riznymi
RE. Pokud se liguje DNA po §tépenim jednou RE, je vhodné provést defosforylaci vektoru,
ktera podstatné€ snizuje jeho recirkularizaci a zvysuje vytézek rekombinantnich molekul.
Pokud se defosforylace neprovede, je mozné vytézek rekombinantnich molekul zvysit
nastavenim optimalniho poméru koncentraci vektorové a cizorodé DNA - tento pomér se
meéni v zavislosti na velikosti vektoru a klonovaného restrikéniho fragmentu. Vypocet pro
presné stanoveni koncentraci obou DNA je uveden v fad¢ prirucek. Prakticky lze vyjit z
pomeéru koncentraci 1:1, 3:1 a 1:3, kde je zna¢né pravdépodobnost, Ze néktera z t€chto smési
obsahuje pom¢ér blizici se optimalnimu.

K ligaci se nejcastéji pouziva T4-DNA-ligdza (ptipadné i DNA-ligdza z E. coli, kterd vSak
nespojuje tupé konce). V reakéni smési o celkovém objemu se kombinuje obvykle 100-500
ng vektorové DNA se 100-500 ng cizorodé DNA. Ligac¢ni puftr je dodavan vyrobci jako 10x
koncentrovany roztok (jeho slozkou je TRIS, DTT, BSA, ATP a Mg™). Vlastni liga¢ni
reakce ma teplotni optimum pii 37°C - pfi této teploté jsou vSak konce nestabilni (s tendenci
k denaturaci), proto se ligace obvykle provadi pti teplotach 16-25°C, kdy je soudrznost koncii
VySSi.

Vysledek liga¢ni reakce je mozné demostrovat elektroforeticky: po ligaci se vytvoii kromé
rekombinantnich plazmidovych molekul rovnéz vysokomolekularni frakce DNA, kterou lze
na gelu dobfe rozpoznat: je ditkazem, Ze enzym je aktivni.

Material: DNA vektoru pBluescript $tépena RE , cizorodd DNA §tépena RE,
T4-DNA-ligaza, 10x liga¢ni pufr, mikrozkumavky, aut. pipety, $picky, termostat na 16°C,
mikrofuga

Postup

1. Pfipravime ligacni smési obsahujici riizné poméry vektorové a cizorodé DNA (1:1, 3:1,
5:1, 1:3 a 1:5). Kazda smés obsahuje v celkovém obejmu 20 ul :

- 100-500 ng vektorové DNA

- 100-500 ng cizorodé DNA

- destil. sterilni vodu (ad 20 ul).

2. Smés zahtejeme 5 minut na 45°C - dojde k rozvolnéni koheznich koncti. Zchladime na
4°C.

3. Pfidame:

- 2 pl 10x ligacniho pufru

- 0,1 Weissovy jednotky T4-DNA-ligazy

4. Po promichéani inkubujeme 4 hod (pfipadné pies noc) pii 16°C.

5. Odebereme 2 pl a naneseme na 0,7% agrozovy gel, na n¢jz naneseme paralelné 2 ul
vektorové a 2 ul cizorodé DNA.

6. V ptipadé, ze doslo k ligaci, pozorujeme rozdily v elektroforetické mobilit¢ vzorkd DNA.



Transformace kompetentnich bunék E. coli rekombinantni DNA

Postup:

1. Do mikrozkumavky se napipetuje 200 ul kompetentnich bunék. (V ptipadég, Ze se pouzivaji
buitky zmrazené na -70°C, nechaji se pozvolna rozmrznout pti pokojové teplot¢.)

2. Zkumavka se umisti do ledové lazné.

3. Ptida se DNA (obvykle se 1, 3 a 5 ul ligacni smési smicha s TE pufrem do celkového
objemu 10 pl, ktery se pak ptida ke kompetentnim bunikdm).

4. Lehce se promiché a ponecha v ledové 14zni 30 minut.

5. Buiiky se podrobi tepelnému Soku ponofenim zkumavky na 1 min do vodné 14zné 42°C,
nebo 3 min /37°C.

6. Zkumavka se ptenese do ledové lazn¢ a ptida se 1 ml LB bujonu.
7. Nasleduje inkubace 1 hod pti 37°C na vodni tfepaci lazni.
8. Buniky se zcentrifuguji 5 min pii 1500 ot/min (nebo 1 min pii 6000 ot/min).

9. Supernatant se sleje - vétSinou vSak zlstane ve zkumavce asi 100 pul supernatantu, ve
kterém lze bunky resuspendovat.

10. Suspenze se vyseje pomoci bakteriologické hokejky na agarové plotny (LB agar,
obsahujici 50-100 pg ampicilinu /ml). Pokud se pouziji plotny obsahujici navic X-gal a
IPTG, lze ptimo odliSit podle zbarveni kolonie obsahujici rekombinantni nebo
nerekombinantni plazmid.

11. Plotny se inkubuji 24-48 hod pfti 37°C.

Poznémky:

1. Utinnost transformace kolisa v zavislosti na pouzitém kmeni E. coli, na pracovnim
postupu pfi pfipravé kompetentnich bun¢k a na koncentraci DNA pouzité k transformaci.
Plati, Ze nejvyssi ucinnosti transformace se dosdhne pfi pouziti velmi nizkych koncentraci
DNA, nepiesahujicich 10 ng/jednu transformacni smés (optimalni konc. je pod 1 ng DNA).

2. Je vhodné sledovat narist kolonii na plotnach: nékdy se stava, ze v okoli transformanti se
postupné objevujidoriistaji) drobné kolonie, které nejsou transformanty a nejsou tudiz
rezistentni k ampicilinu: rostou v okoli rezistentnich kolonii, které ampicilin rozkladaji.

3. Vyrostlé kolonie je vhodné piepasazovat na €isté plotny a zaloZit klony z jednotlivych
novée vyrostlych kolonii. Pfitomnost rekombinantniho plazmidu se ovéti izolaci metodou lyze
varem.



Izolace DNA rekombinantnich vektoru pBluescript (potencidlnich kloni) metodou lvze
varem (Holmes a Quigley, 1981).

Organismus: E. coli (rekombinantni pBluescript) - narist kultury na Petriho misce (LB agar +
100 ug AMP/ml)

Material: Eppendorfovy zkumavky, mikrocentrifuga, automatické pipety, $picky, zatfizeni pro
elektroforézu, transiluminator, restrikéni endonukleéazy, Stépici pufry, sterilni destil. voda, TE
puft, 70% a 100% etanol.

STET Pufr (0,1 M NaCl, 10 mM TRIS.CI (pH 8.0), 1 mM EDTA (pH 8,0), 5% Triton
X-100); Lysozym: 10 mg/ml (ve vod¢); 2,5 M Na-acetat (pH 5,2); [zopropanol

Postup:
1. Bilé kolonie pfeockujeme na misky LBA s ampicilinem, IPTG a X-Gal ve form¢ dlouhych

prouzki.

2. Druhy den z nartistu kultury na Petriho misce odebereme paratkem asi 1-2 mm* a
resuspendujeme v 350 ul STET pufru v epp. zkumavce. Odbér kultury paratkem provedeme
tak, abychom neodebrali i ¢ast agaru.

3. Pfidame 25 pl roztoku lysozymu a dobfe promichame (protiepeme).

4. Zkumavku umistime do 1azné s vrouci vodou piesn¢ na 1 minutu.

5. Zkumavku pieneseme do ledové vodni lazné.

6. Bakterialni lyzat zcentrifugujeme v mikrofuze 10 min. pfi max. ot. a pokojové teploté.

7. Sterilnim paratkem odebereme viskozni sediment

8. K supernatantu pifiddme 40 pl 3M Nas-acetdtu a 420 pl izopropanolu. Promichdme
n¢kolikerym obracenim zkumavky. Zkumavku ponechame 5 min pfi pokojové teplote.

9. Obsah centrifugujeme 5 minut v mikrofuze pfi max. otdCkach a 4°C. Supernatant
odebereme pasterkou - je nutno odstranit veSkerou tekutinu.

10. Pridame 1 ml 70% etanolu, protfepeme a zcentrifugujeme 1 min v mikrofuze. Supernatant
odebereme, sediment oplachneme 100% etanolem (pfipadné znovu zcentrifugujeme, jestlize
se sediment uvolnil) a nechdme oschnout v obracené poloze pti pokojové teplote.

11. Sediment rozpustime v 50 ul TE pufru.

12. Vysledek izolace ovétime na elektroforéze.

Poznamky:

Uvedenym postupem lze piipravit asi 5 ug DNA. Pivodni piedpis vychazi z tekuté vychozi
kultury - pokud vSak pouzijeme plotny s kvalitnim agarem, je Cistota ziskané DNA
dostate¢na. Roztok DNA se uchovava pii -20°C, nebo kratkodob¢ pii 4°C.



2. uloha. Restrikéni mapovani DNA

Mapovani restrikcnich fragmentti DNA lze s fadou vyhod provadét po jejich naklonovani do
vektori, obsahujicich polylinkery se §t€épnymi misty pro rizné restriktazy. Restrikéni mista
polylinkeru pak vymezuji konce restrik¢niho fragmentu a kombinovanym Stépenim
jednotlivymi restriktdzami lze pomérné snadno sestrojit restrikéni mapu fragmentu.

Jednim z vhodnych vektort je plazmid pUCIS8.

K vlastnimu mapovani mizeme pouzit rizné strategie, zvlasté¢ vhodnou je kombinované
Stépeni DNA nékolika riznymi RE

Material: Rekombinantni plazmid pUC18 nesouci 5 kb (4992 bp) inzert cizorodé DNA (ve
formé DNA), plazmid pUC18 (ve form& DNA), zafizeni pro elektroforézu a vyhodnocovani
elektroforetickych gell, standardy molekulové hmotnosti (napt. DNA faga lambda Stépena
EcoRI/HindIII + HindIIl), restrikéni endonukledzy EcoRI, Pstl, Pvull, Ndel, SnaBI a Xhol
Stépici pufry, mikrozkumavky, pipety, Spicky, vodni lazen, termostat

Postup:
1. Provedeme izolaci rekombinantniho plazmidu pUC18 obsahujiciho Eco RI inzert cizorodé

DNA.

2. Stanovime velikost inzertu (naklonovaného restrikéniho fragmentu) Stépenim
rekombinantniho plazmidu RE Eco RI, ktery(¢é) byl (y) pouzit(y) ke klonovani

3. Rekombinantni plazmid §tépime vybranymi restriktdzami: EcoRI, Pstl, Pvull, Ndel, SnaBI
a Xhol

- jednotliveé

- soucCasné EcoRI a dalsi (ptipadné tiemi)

3.Stanovime velikost vzniklych restrikénich subfragmentt

4. Hodnoty ziskané v bodé 1) a 3) uspotadame do tabulky a logickou itvahou uspotaddme
restrikéni mista na restrikénim fragmentu, piipadné nakreslime restrikéni mapu.

Priklad:
do restrikéniho mista ECORI vektoru pBR322 byl naklonovan restrikéni fragment. K
mapovani bylo pouZzito Pstl, jejiz §t€pné misto je vzdaleno od ECORI mista 764 bp.

Postup: provedeme nasledujici Stépeni:
1 - pBR322/EcoRI

2 - pPBR322+inzert/EcoRI

3 - pBR322+inzert/Pstl + EcoRI

Pufry pro Stépeni 2 enzymy soucasné¢ volime podle ptilozené tabulky. V piipad¢ nutnosti
nasledného Stépeni pouZzijeme jako prvni pufr s niz§im obsahem soli.

Velikost DNA fragmentt se stanovi z elektroforetogramu na zakladé srovnani s mobilitou
standardnich DNA fragmentt. Z velikosti jednotlivych fragmenti se sestavi restrikéni mapa.





