Piiprava inzertu kédujiciho shRNA

Jednou z moznosti, jak cilen¢ snizit expresi vybraného genu, je pouziti syntetickych siRNA.
Principem je jev zvany RNA interference, kdy dlouhé dvoufetézcové molekuly RNA jsou in vivo
nejprve ribonukledzou Dicer rozstépeny na kratké interferujici RNA (siRNA). Tyto pak spolu
s proteiny tvofi komplex RISC, jehoz soucasti je rovnéz helikaza, ktera odviji protismyslny fetézec
siRNA ke komplementarni cilové mRNA, kterd je nasledné v burnikdch §tépena. siRNA Ize pfipravit
synteticky a transfekovat do buné¢k, ¢imz lze dosdhnout kratkodobého umlceni exprese libovolného
genu. Pro dlouhodoby tucinek lze vyuzit shRNA. Jednd se vlastné o strukturu, kde v plazmidu
s promotorem RNA polymerazy III je sekvence v niz dva komplementarni fetézce (odpovidajici
sekvenci cilového genu) jsou spojeny za sebou ve formé obracené repetice a oddélené nékolika
nukleotidy (spacer). Po piepisu této struktury do RNA vznika kratka vlasenkova RNA (shRNA), ktera
je schopna umlcet expresi cilového genu.

V soucasné dobé existuje celd fada algoritml pro navrh efektivnich siRNA, cela tada jiz
ovétenych ucinnych siRNA je rovnéz komercné dostupna (napf. www.ambion.com, www.giagen.com,
WWW.genscript.com).

siRNA proti sekvenci lidského genu c-myb (zdroj www.ambion.com)

GGGGAGAAUUGGAAAACAALt
tt CCCCUCUUAACCUUUUGUU

Konstrukt pro shRNA proti lidskému genu c-myb, pro vklonovani do pRNA U6.1/Neo

Oligonukleotid A:

BamH [

5 GATCCG TTCAAGAGA TTTTTT GG AAA3’ 64
| Antisense | Loop | Sense | Termination Signal

Oligonukleotid B:

S’AGC TTT T CC AAA AAA TCT CTT GAA4 CG 3¢ 64

Hind III

Jednotlivé nasyntetizované fetézce oligonukleotidd, které jsou k sobé komplementarni, je potieba
spojit ve dvoufetézec, ktery je nasledné ligovan do vektoru pRNA U6.1/Neo.

Postup:
1. Ptipravte 20 ul reak¢ni smési, ktera obsahuje:
2 ug oligonukleotidu A
2 ug oligonukleotidu B
1 ul 20x SSC
doplnit vodou do 20 ul

analogicky pfipravte i kontrolni reakce kde bude pouze jeden ze dvou oligonukleotid

2. Inkubujte smés 5 minut pii 94°C.

3. Nechte reakéni smés chladnout 40 min pfi pokojové teploté — probiha renaturace a spojeni
komplementarnich oligonukleotidd do dvouretézce

4. Reakcni smés smichejte s nanasSecim pufrem v poméru 5:1 a proved’te agar6zovou elektroforézu na
3 % gelu.


http://www.ambion.com/
http://www.qiagen.com/
http://www.genscript.com/
http://www.ambion.com/

Stépeni DNA restrikénimi endonukleazami

Uvod:

P¥i ligaci cizorodé DNA do vektoru je Zadouci, aby frekvence vektorovych molekul obsahujici
zaclenénou cizorodou DNA byla co nejvyssi. Idealni je situace, kdy lze jak cizorodou DNA tak i
vektor Stépit soucasné 2 restriktazami, po jejichZ stépeni nevznikaji komplementarni konce
V tomto pripadé po ligaci a transformaci ziskavame prakticky pouze klony obsahujici vektor
s cizorodou DNA zaclenénou v poZadované orientaci.

V piipadé, ze jak cizoroda DNA tak linearizovany vektor maji zatupené konce nebo komplementarni
konce po restrikénim Stépeni, ziskame po ligaci a transformaci velké mnozstvi klonti obsahujicich
vektorovou DNA bez zaclenéné cizorodé DNA. Abychom zabranili této ,self-ligaci vektoru, je
mozné linearizovanou vektorovou DNA defosforylovat na 5 konci pomoci alkalické fosfatazy. Ligaci
takto modifikované vektorové DNA s cizorodou DNA vznika oteviena kruznicova molekula, ktera je
schopna transformace do E. coli.

Riizné restrikéni endonukledzy vétSinou poskytuji takova zakonceni fragmentd, ktera nejsou vzajemné
kompatibilni a jejich spojeni ligaci neni mozné. Ligaci pak lze provést pouze v tom piipade, ze se
odstrani jednotetézcové piecnivajici useky DNA ¢imz se konce ds DNA zatupi. Tento typ modifikace
lze provést dvéma zpiisoby: 1) polymerazovou reakci, kdy se chybéjici isek DNA dosyntetizuje nebo
2) nukleazovou reakci, kdy se precnivajici jednotetézec odstépi.

Pro modifikaci pre¢nivajictho 5 konce lze pouzit obé techniky — zpravidla se pouzivd Klenowlv
fragment DNA polymerazy I nebo nukledza Mung Bean. Pro modifikaci ptecnivajiciho 3" konce lze
pouzit pouze nukleazovou reakci. NejCastéji pouzivanymi enzymy jsou T4 DNA polymeraza,
Klenowtyv fragment DNA polymerazy I, nukledza S1 nebo nukledza Mung Bean.

V naSem ptipad¢ byl postup navrzen tak, aby odpovidal idedlni situaci popsané vyse (tucny text)
Postup:

1. Ptipravte 20 ul reak¢ni smési, ktera obsahuje:
2 ug DNA
2 ul 10x restrikéniho pufru
0,5 ul restrikéniho enzymu
doplnit vodou do 20 ul

2. Inkubujte restrikéni smés 60 minut pii 37°C.

3. Reakéni smées smichejte s nanaSecim pufrem v poméru 5:1 a proved’te agar6zovou elektroforézu.



PURIFIKACE FRAGMENTU DNA Z AGAROZOVEHO GELU POMOCI QIAEX GEL EXTRACTION
KITU

Celou fadu rtznych metod lze vyuzit pro purifikaci fragmentd DNA z agarozovych geli. Mezi
nejéasteji pouzivané metody patii eluce DNA z gelu na membranu, nasledné uvolnéni DNA z membrany do
roztoku a jeji purifikace. Druhou moznosti je solubilizace ¢asti gelu obsahujici fragment DNA a jeho nasledné
precisténi béznymi postupy.

Princip:

Metoda vyuziva vysokych koncentraci chaotropnich soli (pufr QX1) k naruSeni vodikovych vazeb mezi
cukernymi zbytky v agarozovém gelu, ¢imz umoziuje jeho solubilizaci. Vysokd koncentrace soli navic
odstrafiuje z DNA fragmentii DNA-vazici proteiny. Po solubilizaci jsou fragmenty DNA adsorbovany na povrch
silica ¢astic odkud jsou po promyti (pufr PE) uvolnény 10mM roztokem Tris-Cl, pH=8,5.

1) Rozdélte restrikéni fragmenty elektroforézou dokud nejsou od sebe dostatecné oddéleny. Vyftiznéte
pomoci skalpelu co nejmens$i prouzek gelu obsahujici pozadovany fragment DNA a vlozte jej do
zkumavky. Pridejte 800 ul pufru QX1 a 10 ul QIAEX silica ¢astic a promichejte na vortexu.

2) Inkubuijte pfi 50°C dokud nedojde k uplné solubilizaci agarozového gelu. Vortexujte kazdé 2 minuty.

3) Centrifugujte 10000g/1 minutu/pokojova teplota

4) Promyjte sediment 500 ul pufru QX1.

5) Centrifugujte 10000g/1 minutu/pokojova teplota

6) Promyijte 2x 500 ul pufru PE.

7) Vysuste sediment 10-15 minut dokud neziska bilou barvu.

8) Resuspendujte pelet v 15 ul 10mM Tris-Cl, pH=8,5, inkubujte 10 minut pii 50 °C.

9) Centrifugujte 10000g/1 minutu/pokojova teplota

10) Supernatant obsahuje ¢istou DNA vhodnou pro ligaci.



LIGACE VEKTORU S CIZORODOU DNA A TRANSFORMACE ESCHERICHIA COLI DH5A
Uvod:

Tvorba fosfodiesterové vazby mezi 3'- OH a 5'- P fragmentii DNA nebo RNA za ucasti kofaktort (pf.
ATP) je katalyzovana ligazami. Ligazy se in vivo Gcastni procesu replikace, rekombinace ¢i DNA reparace. In
vitro jsou pak vyuzivany k tvorbé rekombinatnich DNA molekul. Mezi nejcastéji pouzivané ligazy patii ligazy
produkované bakteriemi nebo bakteriofagy: napi. T4 DNA ligdza, E. coli DNA ligaza, termostabilni DNA
ligazy. V soucasné dobé¢ existuje nékolik zplsobli vyjadieni ligdzové aktivity. Komeréni firmy obvykle jednotku
definuji jako mnozstvi ligazy, které je potfebné pro ligaci koheznich koncii DNA (urdity cas, teplota a urcita
DNA stépend urcitou restriktazou). Pouzivaji se vSak rovnéz i dalSi jednotky: napt. Weissova jednotka =
mnozstvi ligazy, které katalyzuje vyménu 1 nmol **P mezi pyrofosfatem a ATP za 20 minut pii 37°C.

Postup:

v

parametrem je molarni pomér plazmidové a inzertované DNA, ktery by mél byt 1:1. V piipadé, Ze molekula
plazmidu ma tupé nebo self-komplementarni konce, by pfi nadbytku plazmidové DNA v liga¢ni smési mohl
vznikat nadbytek transformatl obsahujicich pouze plazmidovou DNA bez inzertu.

1. Pti ligaci je zapotiebi provadét i kontrolni reakce. V naSem piipade udélame jednu reakci se vSemi
slozkami, jednu reakci bez DNA inzertu a jednu bez ligazy.

2. Slozeni kompletni reakce: 10x ligacni pufr (jiz obsahuje ATP) Lul
vektorovd DNA 100 ng
DNA inzertu 10 ng
T4 DNA ligaza (400 U/ul) 0,1 ul

doplnit vodou do 10 ul

3. Pfi pipetovani postupujeme tak, ze do mikrozkumavky napipetujeme nejprve vodu a DNA fragmenty,
zahfejeme 5 minut na 45 °C, zchladime na ledu a pfidame zbytek liga¢ni reakce.

4. Inkubujte reakéni smés hodinu pii 20 °C (obvyklé je 16 °C pies noc).

5. Transformujte kompetentni burky E. coli.

Transformace kompetentnich bunék E. coli:

1. Na ledu pozvolna rozmrazte mikrozkumavku s kompetentnimi bunkami, pfidejte 2 ul ligacni
smesi, promichejte a inkubujte na ledu 30 minut.

Inkubujte smés 3 minuty pii 37°C a poté ji umistéte na 2 minuty opét na led.

Pfidejte 1 ml ristového LB média a inkubujte 45 minut pii 37°C.

Smés centrifugujte 5000 rpm/5 minut/ 4°C.

Odlijte supernatant vyjma cca 40 ul, ve kterych resuspendujte bakteridlni sediment.

Suspenzi pfeneste na agarovou plotnu obsahujici 50 pg/ml ampicilinu a rozetfete
bakteriologickou hokejkou.

7. Inkubujte pies noc pti 37°C. Misky lze poté uchovat nékolik tydnt pii 4°C.

Sk wd



Minipreparace plazmidové DNA metodou alkalické lyze

Z ampicilin rezistentnich kolonii nésledné izolujeme plazmidovou DNA pomoci kitu
QIAGEN Miniprep.

8.

9.

. Naockovat jednu bakteridlni kolonii na agarovou misku obsahujici ampicilin (100

mg/ml). Inkubovat ptes noc pii 37°C.

Prenést bakteridlni kulturu plastikovou Spi¢kou do mikrocentrifuga¢ni zkumavky
obsahujici 250 pl pufru P1 s RNAzou ve vysledné koncentraci 100 pg/ml.

Pridat 250 pl roztoku P2. Opatrn€ promichat nékolikerym ptevracenim zkumavky.
Inkubovat 5 minut (ne déle) pfi pokojové teploté.

Ptidat 350 ul roztoku N3. Promichat nékolikerym pievracenim zkumavky.
Centrifugovat pii 10 000 RPM/15 min/4 °C.

Supernatant pienést na chromatografickou kolonku. Centrifugovat pii 10 000 RPM/1
min/4 °C.

Odstranit proteklou frakci. Kolonku proplachnout 0,5 ml pufru PB. Centrifugovat pfi
10 000 RPM/1 min/4 °C.

Odstranit proteklou frakci. Kolonku proplachnout 0,75 ml pufru PE. Centrifugovat pfi
10 000 RPM/1 min/4 °C.

Odstranit proteklou frakci. Znovu centrifugovat pii 10 000 RPM/1 min/4 °C.

10. Umisti kolonku do 1,5ml zkumavky a na stfed kolonky nakapej 40 ul 10 mM Tris-Cl

(pH 8,0).

11. Po 1 minuté inkubace centrifugovat pii 10 000 RPM/1 min/4 °C.



PCR detekce inzerce sekvence pro shRNA do vektoru pRNA-U6.1 neo

Princip:

O tom, zda se nam podafilo zaclenit ShRNA do vektoru se nasledné piesvéd¢ime pomoci PCR.
Primery pro detekci byly navrzeny tak, aby sekvence forward primeru byla komplementarni k
sekvenci U6 promotoru, jenz je soucasti vektoru pRNA-U6.1 neo. Sekvence reverse primeru je pak
komplementarni k sekvenci, jez je lokalizovana za klonovacim méstem Hindlll-BamHI. V ptipadé
PCR pro samotny vektor pRNA-U6.1 neo je ocekavana délka produktu 282 bp. V pripade, ze doslo
k zaclenéni sekvence pro shRNA do vektoru je ocekavan produkt o velikosti 354 bp.

Postup:

SloZeni PCR reakce: Priibéh PCR reakce:
destilovana voda 14,5 ul 1. 94°C — 2 minuty
10x PCR pufr 2,5ul 2.94°C-30s

50mM MgCl, 1ul 3.55°C-30s

10mM smés dNTP 1ul 4.72°C-30s

20uM forward primer 2 ul 5. bod 2-4 opakuj 30x
20uM reverse primer 2ul 6. 72°C — 7 minut
100 ng plazmidové DNA 1 ul 7.10°C — 1 minuta
Taq polymeraza (5U/ul) 1 ul

celkem 25 ul

Pti pipetovani PCR smeési se obvykle postupuje tak, ze nejprve se zhotovi smés vSech slozek (mimo
plazmidové DNA) spocitand pro vSechny vzorky + negativni kontrolu (PCR reakce bez plazmidové
DNA) +1, pricemz jednotlivé slozky se pipetuji ve vySe uvedeném potadi. Jednotlivé vzorky
plazmidové DNA se napipetuji do 0,5ml zkumavek a ptida se k nim odpovidajici mnozstvi PCR
smési. Zkumavky s PCR smési se poté umisti do termocykléru a spusti se dany program.

Pozn. Taq polymerazu a dNTP je tfeba pii pipetovani uchovavat na ledu.



Transfekce pCDNA3-c-Myb a pRNAU6.1-c-Myb lipofekci do MDA-MB-231

Uvod:

V souCasné dobé existuje velké mnozstvi metod pro prenos DNA (RNA) do eukaryotickych
bun¢k. Volba pouzité metody zavisi na typu bun€k, pozadované ucinnnosti transfekce a v neposledni
fad¢ také na moznostech laboratore. Pii lipofekci dochdzi nejprve k vytvofeni komplext zaporné
nabité plazmidové DNA s kationickym lipidovym ¢inidlem. Takto vytvotené komplexy jsou schopny
pronikat ptes lipidovou membranu do eukaryotickych bunék.

V naSem piipad¢ budeme do bun€k karcinomu prsu MDA-MB-231 pfenaset

A) pcDNA3-c-Myb
B) pcDNA3-c3Myb + pRNAU6.1-c-Myb

Postup- lipofekce:

1. Do 2 mikrozkumavek napipetovat po 250ul média OPTI-MEM a pfidat do kazdé 4 ul
transfek¢niho ¢inidla Lipofectamine2000 a nechat 5 minut pii pokojové teploté.

2. Do dalsich 2 mikrozkumavky napipetovat po 1 ug pcDNA3-c-Myb a pRNAU6.1-c-Myb

respektive pPRNAUG6.1-GFP.

Smichat smes s Lipofectaminem se smesi s DNA a inkubovat 15 minut pfi pokojové teploté.

Ptikapat tuto smés k buitkim MDA-MB-231 a inkubovat v CO; inkubatoru do druhého dne.

5. Bunky sklidit na immunobloting.

B



ELEKTROFOREZA PROTEINU A IMMUNOBLOTING

SDS elektroforéza proteint:
- déleni proteint dle jejich molekulové hmotnosti (pro ur¢eni MW vyuziti markeru)
- migrace ovlivnéna i modifikacemi proteint (pf. glykosylace ...)
- nejcastéji se pouziva diskontinudlni systém (rozdilné pH a iontova sila elektroforetického
pufru, horniho a dolniho gelu)
- horni a dolni gel (na jejich rozhrani dochazi k zakoncentrovani proteinti ze vzorku)
- gel: polyakrylamid — polymerace akrylamidu, kroslinkovano N,N’-metylen-bis-akrylamidem
- déleni proteinti dle MW — koncentrace gelu, pocet kroslinki

Elektroforeticky puf:

Akrylamid a bisakrylamid — neurotoxin (pracujeme v rukavicich)
SDS, Tris pufr

Ammonium persulfat — poskytuje radikaly pro polymerizaci

TEMED (tetramethylethyléndiamin) — akceleruje polymeraci akrylamidu

Vzorek:
SDS se vaze na proteiny — ty pak maji zdporny naboj
Redukéni ¢inidlo (merkaptoethanol, dihidrotreitol) — disociace proteinovych komplexti na podjednotky

Barveni proteint:
Soli stiibra (nejcitlivejsi), Coomassie briliant blue — nespecifickd vazba na proteiny

Westerntiv ptenos: - polosuchy, ponofeny
Membrany: nitroceluldza, PVDF, nylonové membrany
- lisi se kapacitou vazby proteindl, vazou riizné riizné proteiny
- lze nani i barvit proteiny (Ponceau S, India Ink, Amido Black ...)

Protilatky:
Primarni — monoklonalni, polyklonalni

Sekundarni — konjugované s enzymy (HRP, AP ...), biotinylované ...

Substraty:
Chromogenni, chemiluminiscence

Piiprava vzorku:

Bunky MDA-MB-231 24h po transfekci promyt v PBS a inkubovat cca 1 min s ImM EDTA v PBS.
Poté bunky pienést do 15ml zkumavky a centrifugovat 400g/5 min. Odsat supernatant, suspendovat
sediment v 1 ml PBS a znovu centrifugovat pti 400g/5 min. Odsat dokonale supernatant a sediment
lyzovat v 2xCSB pufru neobsahujicim merkaptoethanol ani bromfenolovou modf, 4 minuty povafit a
uchovavat pii —20 °C. Zméfit koncentraci proteinlt ve vzorcich DC Protein Assay kitem (Biorad). Ke
vzorkiim pfidat alespon dvojnasobek kompletniho 2xCSB pufru tak, aby vysledna koncentrace
proteint v takto nafedénych vzorcich byla stejna.

Me¢éreni koncentrace proteind (DC Protein Assay Kit):

Na mikrodesticku pipetovat 5ul kazdého vzorku ve tfech opakovanich. Ke vzorkiim ptidat 25 ul
roztoku A’ (obsahuje 20 ul roztoku S na 1 ml roztoku A). Ptidat 200 ul roztoku B, zbavit vzorky
bublin a ponechat 15 minu stat. Poté zmé&fit absorbanci na ELISA readeru pii 750 nm. Vypocitat




vhodné fedéni vzorkl tak, aby na SDS-PAGE bylo naneseno stejné mnozstvi proteini od kazdého

vzorku.

Ptiprava gelu:

1.

2.
3.

4.

S pouzitim rukavic vycistit skla, promyt pod tekouci vodou, umyt detergentem, proplachnout
vodou, oplachnout ethanolem a utfit.

Sestavit skla se spacery a sevfit je svorkami.

Pfipravit roztok pro dolni gel, jemn¢ promichat a nalit mezi piipravena skla asi do 2/3.
Prevrstvit gel slabou vrstvou destilované vody. Nechat polymerovat 30 minut.

Slit horni vrstvu destilované vody, pripravit roztok pro horni gel, nalit jej na dolni gel, vsunout
hiebinek a nechat polymerizovat 45 minut.

Nanaseni vzorku a elektroforéza:

1.

2.

3.

4.

Skla s gelem umistime do elektroforetické aparatury, dolijeme elektroforeticky pufr a opatrné
vytahneme hiebinky.

Na gel nanaSime 10-20 ul vzorku (mnozstvi zavisi na koncentraci proteinli v bunécnych
lyzatech).

Pfipojime aparaturu ke zdroji. Pro priichod hornim gelem aplikujeme 80V, poté zvySime
napéti na 120V.

Elektroforézu zastavim v moment¢, kdyz hrana barvicky opousti gel.

Barveni gelu na proteiny:

1.
2.

Gel ponofime do barviciho roztroku a ponechdme na kyvacce 1 hod.

Odlijeme barvici roztok a gel zalijeme roztokem odbarvovacim. Odbarvujeme opét na
kyvacce. Odbarvovaci roztok ménime co 20-30 minut. Po odbarveni gel vysuSime na susSicce
geld.

Sestaveni blotovaci aparatury:

1.

2.
3.

|9,

8.

Nastiihame 4 kusy papiru Whatman 3MM a nitrocelul6zovou membranu stejné velikosti jako
je proteinovy gel.

Navlh¢ime papiry Whatman a porézni podlozky v transferovém pufru.

Plastikovou svorku umistime do vanicky s transferovym pufrem cernou plochou dolt. Na ni
polozime poérezni podlozku a vytlacime bubliny.

Na podlozku umistime 2 navlhéené filtrani papiry Whatman a opét vytlacime bubliny.

Na papiry Whatman polozime gel a na n¢j opatrné navlhéenou nitrocelul6zovou membranu.
Na membranu pak opét polozime dva papiry Whatman, vytla¢ime bubliny a na né druhou
porézni podlozku. Opét vytlacime bubliny.

Takto sestaveny sendvi¢ sevieme do plastikové svorky a umistime do vanicky s transferovym
pufrem a chladitkem.

Blotujeme 1 hod pti 100 V.

Detekce proteini na membrané pomoci protilatek:

1.

2.
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Po skonceni blotingu promyjeme nitrocelul6zovou membrénu v 5% roztoku susen¢ho mléka
v TBS-Tween po dobu 30 minut pii pokojové teploté nebo pies noc pii 4 °C.

Inkubujeme membranu s primarni protilatkou anti-vimentin fedénou 1:1000 v 5% roztoku
suseného mléka v TBS-Tween 1 hod pii pokojové teploté nebo pies noc pii 4 °C.

3x promyjeme v TBS-Tween (cca 7 minut kazdé promyti).

Inkubujeme membranu 1 hod se sekundarni protilatkou s konjugovanou alkalickou fosfatazou
(anti-mouse IgG fedéna 1:10000 v TBS-Tween) pii pokojové teploté.

Promyjeme dvakrat TBS-Tween a dvakrat TBS.

Oplachneme membranu v destilované vode.

Ptipravime 10 ml vyvolavaciho roztoku — 33 ul roztoku NBT, 83 ul roztoku BCIP (pozor
toxicky — pracujeme v rukavicich) v 10 ml pufru pro alkalickou fosfatazu.

Inkubujeme mebranu s vyvolavacim roztokem dokud nebude signal zietelny.

Reakce zastavime ponofenim membrany do destilované vody.



10. Nakonec membranu osuSime na ubrousku (Cast membrany lze obarvit nespecificky na
proteiny inkubaci s roztokem amidoblacku a nasledn¢ odbarvit odbarvovacim roztokem).

Pouzité roztoky
Transferovy pufr: TBS: TBS-Tween:
48 mM Tris 50 ml 1M Tris-CI pH=8.0 pridat 1,5 ml Tween 20 do 2 litrd TBS
39 mM glycin 57,6 ml 5M NaCl
20%methanol doplnit vodou do 2 litrta
Odbarvovaci roztok: Tris-glycin elektroforeticky pufr (ph=8.3):
500 ml metanolu 25 mM Tris
400 ml destilované vody 250 mM glycine
100 ml kyseliny octové 0,1% (w/v) SDS
Pufr pro alkalickou fosfatazu: Barvici roztok: (barveni proteind na gelu)
Iml 1M Tris-CL, pH=9, 200 ul 5M NaCl 2,5 g Coomassie Blue na 1L odbarvovaciho roztoku
50 ul IM MgCl,
doplnit destilovanou vodou do 10ml Barvici roztok: (barveni proteind na membrang)

0,1% amidoblack v odbarvovacim roztoku

Dolni (délici) gel — 10% (10ml) Horni (zaostfovaci) gel — 4% (7.5ml)

H,O 4,9 ml H,0 5,62 ml

40% Akrylamid 2,4 ml 40% Akrylamid 0,79 ml

1,5M Tris-Cl (pH=8,8) 2,5 ml  1,5M Tris-CI (pH=6,8) 0,94 ml
10% SDS 0,1 ml 10% SDS 75 ul

Ammonium persulfate 75 ul Ammonium persulfate 30 ul
TEMED 7,5 ul TEMED 10 ul

2xCSB lyzaéni pufr

6,9 ml H,O

2 ml glycerol

1,2ml 1M Tris pH=6,8

0,4 ml 0,2% Bromfenolova modf v 1M Tris pH=6,8

2ml 20% SDS

+ pted pouzitim pfidat 100 ul beta-merkaptoethanolu k 900 ul 2x CSB

NBT - 100mg/ml v 70% dimethylformamidu

BCIP - 20 mg/ml ve 100% dimethylformamidu

Protilatky:
mys$i monoklonalni anti-Myb protilatka (hybridom)
anti-mysi IgG konjugovana s AP (Sigma Aldrich)



PRiIPRAVA KOMPETENTNICH BUNEK ESCHERICHIA COLI DH5SA

Uvod:

Byla popséna fada metod umoznujici €inny pfenos plazmidové DNA do bunék E. coli.
Pomineme-li pfenos metodou elektroporace (pienos DNA pomoci kratkych impulsi vysokého napéti)
patfi mezi nejpouzivanéjsi metody navozeni kompetence bakteridlnich bun¢k pomoci vychlazenych
roztokli dvojmocnych iontd kovi. Tato metoda byla poprvé popsana jiz na pocatku osmdesatych let
(Hanahan, J Mol Biol 1983:166,557-580) a v riznych modifikacich je pouZzivana dodnes. Pomoci této
metody Ize dosahnout uéinnosti transformace az 5x10° transformovanych kolonii/ug superhelikalni
plazmidové DNA. Uginnost transformace je vyrazné ovliviiovana &istotou pouzitych pufrti a
laboratorniho skla a také podminkami péstovani bakterialni kultury.

Pro rutinni pfipravu kompetentnich buné€k v laboratofich je dnes nejCastéji pouzivana
zjednoduSena modifikace pavodni Hanahanovy metody publikovana Cohenem et al., PNAS
1972:69,2110-2114, kterda umoziiuje dosdhnout wG&innosti transformace 10’ transformovanych
kolonii/ug superhelikalni plazmidové DNA, coz je dostatecné pro klonovani plazmidi v béznych
aplikacich. Kompetentni buiiky pfipravené touto metodou I1ze dlouhodobé uchovavat pii -80°C

Navodit takovy stav kompetence u bakteridlnich bun¢k E. coli DH5a., ktery by umoznil piijem
cizorodé DNA s dostate¢nou u¢innosti.

Postup:

1. Naockujte 1 kolonii bunék E.coli kmene DH5a do 1 ml rGstového média LB a kultivujte ptes
noc na tepacce pii 37°C.

2. Druhy den pouzijte 0,5 ml této kultury pro inokulaci 100 ml LB. Inkubujte na tfepacce pii

37°C do dosazeni ODssp= 0,5. Pfi métfeni absorbance pouzijte médium LB jako blank.

Po dosazeni pozadované hustoty kulturu promichejte a ponoite do ledové lazn€ na 10 minut.

Centrifugujte po 25 ml pii 2700g/10 minut/4°C v 50 ml sterilnich zkumavkach.

5. Opatrné odstrante supernatant a suspendujte pelet v 5 ml vychlazeného 0,1 M roztoku MgCl,
sterilni pipetou. Pieneste suspenzi do 15 ml sterilnich zkumavek.

6. Centrifugujte pti 2700g/10 minut/4°C.

7. Opatrné odstranite supernatant a suspendujte pelet v 1 ml vychlazeného 0,1 M roztoku CacCl, .

Ptidejte dalSich 5 ml vychlazeného 0,1 M roztoku CaCl,, opatrn¢ promichejte a inkubujte

v ledové lazni 20 minut.

Centrifugujte pti 2700g/10 minut/4°C.

9. Odstraiite supernatant a opatrné suspendujte pelet v 1,2 ml vychlazeného zamrazovaciho pufru
(22,5 ml 0,1M CaCl, plus 3,5 ml sterilniho glycerolu)

10. Rozdélte po alikvotech 200ul do sterilnich mikrozkumavek a zamrazte v -80°C.
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