2. cviceni

« PCR amplifikace hsp60 (GroEL)
- Méreni Cistoty a koncentrace pDNA
- Stépeni pDNA pBlueScript
. Stépeni pDNA pBlueScript + hspé0
(GroEL)



2. cviceni

 PCR amplifikace hspé0



Polymerazova retézova reakce

PCR (POLYMERASE CHAIN REACTION)

Zavedeni PCR v roce 1983 (Kary Mullis).

Metoda pro mnohonasobné zmnozeni (amplifikaci) specifického useku DNA in vitro zalozena
na principu replikace DNA (enzymatické syntezy) .

Replikace DNA in vivo vyzaduje mnoho enzymu
Replikace DNA in vitro vyzaduje pouze jeden enzym — polymerazu

Termostabilni DNA polymeraza (aktivni pfiaz 98 C).
Taq Thermus aquaticus (5 -exonukleaza)

Tth Thermus thermophilus (5 -exonukleaza)

Pwo Pyrococcus woesei (3 -exonukleaza)




Matricova DNA

Deoxyribonukleozid H H H H H H H H H H

trifosfaty
dCTP 1 dGTP 0 aanab/
dTTP A dATP 1L W
Pufr + | MgCl, D

Taqg polymeraza
Denaturace DNA |
pri 94 - 95 °C/M1 -5 min ' ‘

pripojeni primera

20-30
cyklu

Taq polymeraza prodiuZuje %

komplementarni DNA fetézce
Z primeru

Teplota pripojeni primeru (annealing):

Ta=2(A+T) + 4(G+C) - 5°C = Tm -5 °C

Tm — teplota tani (melting temperature),

tzn. teplota roztoku v inflexnim bodé

Inflexni bod — okamzik, kdy je 50 %

molekul denaturovano




1. Jako templat slouzi ssDNA (z dsDNA po denaturaci)
2. Na néj nasedaji primery: 3'-OH-konce sméfuji proti sobé.
3. Termostabilni polymeraza vytvafi PCR produkt — (amplikon).
4. Nové vlakno DNA je vytvareno z dNTP ve formé Na+ nebo Li+ soli
5. Mg?* ionty tvofi rozpustny komplex s dNTP a vytvareji substrat, ktery rozpoznava DNA polymeraza.
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R Nl VA ==
—-—\ R — Teoreticky lze ziskat
B e W T 2" fetézcu (kopii).
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'—' B [ e R e amplikon n = pocet cyklu
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mnoZime B [ e / - [ S— Detekce
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elektroforézy

Polymerase Chain Reaction (PCR) - YouTube
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Vyuziti metod PCR

Zakladni vyzkum Aplikovany geneticky vyzkum

» izolace genu nebo jejich Casti « prenatalni diagnostika (detekce mutaci v genech)
« sekvencovani DNA « studium polymorfizmu genu

 mutageneze in vitro * populacni genetika

« modifikace koncti DNA

» selekce klont z genovych knihoven Vyuziti v klinickych disciplinach

e pfiprava znacenych sond

« detekce patogennich mikroorganizmu
 identifikace onkogenu a typizace nadoru
« stanoveni pohlavi

Vyuziti v praxi

« archeologie
* soudnictvi
 kriminalistika




Zasady pri pripravé PCR smési a detekci PCR produktu

Pri pripravé PCR smési nejlépe v PCR-boxu je nutno pouzivat ochranné rukavice (zabranit
kontaminaci vzorku).

Polymeraza musi byt vzdy na ledu (v chlazeném stojanku), ostatni reagencie se nechaji roztat pri 25°C.
Reagencie a obzvlasté primery nabirat jen vhodnou sterilni Spi€kou.

Po pouziti musi byt reagencie urychlené uschovany pfi teploté -20°C.

Pipety a plasty k tomu ur€ené jsou vyclenény pouze pro PCR.

Nejprve se pipetuje do zkumavky voda, jako posledni polymeraza.

. Pouzivat PCR vodu, ta je sterilni a bez DNaz, nasledné rozpipetovana do mikrozkumavek a ulozena
Vv mraznicéce.

. Vzdy pridavat kontroly: pozitivni k. (znamy templat), negativni k. (voda misto templatové DNA)

Pipetovat pod hladinu, vizualné kontrolovat spravny objem v pipeté.




- PCR box (mistnost), uréend pro PCR reakce, je
pravidelné svicena UV zdrenim a pracovni
plochy se omyvaiji dezinfekénim prosfredkem.

- 1de nikdy nepracovat s templatovou DNA a PCR
produkty (amplikony).

- Detekce amplifikovanych sekvenci se provadi
v jiné mistnosti, vybavené pro elektroforézu.




Protokol PCR - Amplifikace genu hsp60 (GroEL)

. Y Zasobni Vysledna Mnozstviv 25 ul | MnoiZstviv ....ul / X
Slozky reakéni smési .
koncentrace koncentrace / 1 vzorek vzorku
H,0 pro PCR 14,8 ul
Pufr pro PCR s MgCl, 10 x 1 x 2,5 ul
MgCl, 25 mM 0mM oul
dNTP 2 mM 200 pm 2,5 ul
Primery: 1
pl
H279 10uM OIL:;:\,"
H280 y 1l
Taq DNA-polymeraza 5U pl? 1U 0,2 ul
Templatova DNA 100 x red. 50 ng 3ul

Templatova DNA:
eStaphylococcus aureus 50x fredéna DNA
*Negativni kontrola H,0

22 ul MM/vzorek
+ 3 ul DNA (fed’)

Poc. denaturace

Denaturace

Nasedani primerl (annealing)
ProduZovani primeru (extenze)

Zavérecna extneze

teplota doba trvani

95°C 30s

94°C 30s

54°C 30s 30 x
72°C 50s

72°C 3min

Whatis PCR2 Polymerase Chain Reaction | miniPCR bio™ - YouTube
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2. cviceni

- Méreni Cistoty a koncentrace pDNA



Stanoveni koncentrace a Cistoty DNA

SPEKTROFOTOMETRICKA METODA

« Je to vhodna metoda pro méreni vzorkd nukleovych kyselin, které jsou dostate¢né Cisté
bez vyznamneho mnozstvi kontaminant.

* Nukleové kyseliny absorbuji UV zareni s maximem absorbance v oblasti vinové délky
okolo 260 nm.

« Z hodnot optické hustoty Ize koncentraci a Cistotu vzorku stanovit podle empirickych
vztahu. .
Vyhody:

I mnozstvi svétla . vy s .
0 - objem méreného vzorku je pouze 2l

vchazejiciho

A =log

mno3stvi svétla - Seffi yzorek pro experimenty — vyhoda
1 propusténého Thermo oproti kyvetovym spektrofotometrum

- Xxenonova vybojka stacCi pro cca 30 000
stanoveni

NanoDrop 2000-Spectrophotometer



NanoDrop 2000/2000c

i
Add to report Blank <F3x

Small sample volume

rotein Bradfor
Protein Lowry
Protein Pierce 660 nm

ﬁ‘ Load your blank sclution and press the blank button.

09

08

07

08

05

10 mm Absarbance

04

03

02

01

00

-01

220 230 240 250 260 270 280 2%
Wavelength nm

I |285nm

wg?

Sample ID: Pedestal
Te [BRANIINN - 5000
conc.

A260 (10mmpath) |
A280 (10mmpath) |
2607280 [
2607230 [

[v] Baseline correction 340 nm

Voda (ocisténi), offit

Vzorek (-y), ofrit
Voda (ocisténi), ofrit

L=

Objem vzdy 2ul

Blank (kalibrace, pozadi vzorku), offit



kfivka absorbance pro rtzné vinové délky hodnota koncentrace specifické pomér
Cistota vzorku

@ - =Y E‘ Load your sampl\and press the measure button. \
Measure | Print Blank Re-Blank 10 \ Sample ID: m Pedestal
Add to report 50 _
[C] Overlay spectra . DNA -~ 50,00
[] Small sample volume 3 —
- 4 Conc. | 2660,5
40 A260 (10 mm path) 53,209
A280 (10 mm path) | 26,592
a5
2607280 2,00
s 3 260 /230 2,26
§ Baseline correction 340 nm
T 5
5
20
15
10
5
D T T T T T T T T T T T T T 1
220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 220 230 340 350
‘wiavelength (nm) @
l £ tiome l|285nm 17,805Abs @
| gh ~ Measure NucleicAcid J # Sample ID User name Date and Time Nucleic Acid Conc. Unit A260 AZ80 260/280 2601230 Sample Type Factor
i) l 1 |1 MU 2432020 1515 |2144 4 ng/iul 42,888 [20173 [2.13 2.28 DNA 50,00
fepors FEE MU 2432020 15:16 | 3918,0 ng/ul 78,360 (36,912 |2,12 2,31 DNA 50,00
[ E) myoan ] 3 |3 MU 2432020 15:16 |132.7 ng/ul 2654 1264 |2.10 133 DNA 50,00
@ —— ] 4 |5 MU 2432020 15:17 |1325 ng/ul 2650 |1306 (2,03 1,29 DNA 50,00
Jom (o 5 |6 MU 2432020 15:18 | 2450,1 ng/ul 49,003 23415 [2.09 2,24 DNA 50,00
M options ] 6 |7 MU 2.27 DNA 50,00
- I 1VV\/ AF 1 2,26 DNA 50,00
| 2| Zaznamy jednotlivych meéreni #&



Vyhodnoceni namerenych hodnot

[#]Sample ID[User name| Date and Time | Nucleic Acid Conc. |Unit| A260 | A280 [260/280]260/230[Sample Type|Factor
13/17KK |LMDM 22. 3. 2018 13:47:55 1643, |ng/u[32,865]15,251(2,15  [2,36  [DNA 150,00

Pripadné precistéeni vzorku:

. odstranéni fenolu:

e extrakce chloroformem

Wavelength (nm)

Stupen éistoty nukleovych kyselin se stanovuje « odstranéni proteinu:
z pomeru absorbance pri 260 a 280 nm. opakovana deproteinace chloroformem,
Pro gistou DNA plati: A, /A, = 1,80 az 1,85 nebo enzymova degradace proteinu

pomoci pronazy nebo proteinazy
. odstranéni RNA:

Pro Cistou RNA plati: A, /A5, = 2,0

enzymova degradace pomoci RNazy nebo
proteiny a aromatické latky < 1,85 < reziduum RNA specifické precipitacni postupy



2. cviceni

. . Stépeni vektoru pBlueScript
« Stépeni rekombinantniho vektoru pBlueScript +
hsp60



Stépeni DNA restrikénimi
endonukleazami

- linearizace vektoru a uprava
konetpvektoru.a inzertu
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Pusobeni restrikénich enzymu - Typy RE: |,

TYPES AND ACTIVITIES OF RESTRICTION ENZYMES

Type |
Cleaves DNA at random sites far from its
recognition sequence

Type 11
Cleaves DMNA at defined positions close to

or within its recognition sequence

Type 11G

Cleaves outside its recognition sequence with
both REase and MTase enzymatic activities
in the same protein

Type IIP
Cleaves symmetric targets and cleavage sites

Type IIS
Recognizes asymmetric sequences

Type III
Cleaves outside its recognition sequence and

require two sequences in opposite orientations
within the same DNA

Type IV
Cleaves modified (e.g., methylated) DNA

Fosfodiesterova vazba

1

fosfodiesterovou vazbu v

RE plisobi na

molekule DNA

I, I a 1V

Prirozena funkce:
 odbouravani cizorodé DNA

(napf. fagy, plazmidy)
(ochrana vlastni DNA pomoci metylace)

NH,

5' konec

i /
| ]

0=P— OCH2
| Deoxyrlbonukleotld (dNTP)
o
3" konec )j
Baze

5 konec O
0=P—0CH, N-glykosidicka vazba
O
O‘
Fosfat

Deoxyribosa
OH 3‘konec



RE-fragmenty dsDNA

Puvod: produkty bakterii 3 typy RE-fragmentii:

Nazev: rod/druh/kmen/serotyp E; svtupyrr]n i”kc’)nc.:i5‘ KONGi
presahujicimi 5 - konci

c) presahujicimi 3 - konci
BamHI EcoRl
5 G|IGATC C ¥ 5 GIAATT C 3%
Aktivita enzymu je ...... 3 clmle 53 clme 5

e zavisla na teploté

EcoRIl (Escherichia coli kmen R, poradové ¢islo 1)

y o« s , 5 Vznika esterova vazba mezi
« zavisla na typu substratu 3-OH skupinou stavajiciho
vielA )4 fetézce a 5'-fostatem
* ZaV!SIa na case ) (':) vstupyjiciho nukleotidu
« zavisla na chemickych faktorech (druh pufru) 0=F-0"
« zavisla na koncentraci (U) . +PPi
(CH, base |
0
O
3\'r 0 :lf_(-)_ i) & base 2
O k J
prodluzovani o—0 dNTP3

fetézce \/ .




Navrh primeru s adaptory pro RE

Insart (Y0}
_~EcoRI

_~EcoRI
| Donor 'r ] PCR insert (volh  Digest Insert (YGOI)
G B s
—Notl et _Notl
Amp
Ligate
it EcoRl
L8] .
Recipient Recipient
Plasmid ' Plasmid Notl
Amp

https://www.addgene.org/protocols/pcr-cloning/



https://www.addgene.org/protocols/pcr-cloning/
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5~ Ecop, [ Insert (YGOI)
3!

GATACCTACGCGGAATGTGGCATATCTCGAAGTAL W TGGCATATCTCGAAGTACTG .ﬂ.lG ATACCTACGC GG.P-.I

CTATGGATGCGCCTTACACCGTATAGAGCTTCATG
| |
Backbone

Forward primer:
1. Navrh primeru (18-21 bp, zaCina iniciaCnhim kodonem ATG)
5'-ATGTGGCATATCTCGAAGTAC-3

2. Vybér vhodné restriktazy (Addaene: Analyze Sequence)

EcoRl restriction site (GAATTC)
5'-GAATTCATGTGGCATATCTCGAAGTAC-3'

3. Pridat volné nukleotidy pro optimalni st€peni (3-6 nt)
(Cleavage Close to the End of DNA Fragments | NEB)

TAAGCA

S'-TAAGCAGAATICATGTGGCATATCTCGAAGTAC-3'

i
1

Backbone

ACCGTATAGAGCTTCATGACTCTATGGATGCGCCT
3
Nogy

Reverse primer:
1. Navrh primeru (18-21 bp, zaCina stop kodonem TAA)
3 - GCATGCCAGGAATGATGTAA - 5

reverzné komplementarné hitp://reverse-complement.com/

5'- TTACATCATTCCTGGCATGC-3

2. Vybér vhodneé restriktazy + pridatné nukleotidy
EcoRl restriction site (GAATTC)
pridatné nukleotidy TAAGCA

reverzné komplementarné

5- TGCTTAGAATTCTTACATCATTCCTGGCATGC-3


https://www.addgene.org/analyze-sequence/
https://www.addgene.org/analyze-sequence/
https://www.addgene.org/analyze-sequence/
https://www.addgene.org/analyze-sequence/
https://www.addgene.org/analyze-sequence/
https://www.neb.com/tools-and-resources/usage-guidelines/cleavage-close-to-the-end-of-dna-fragments
http://reverse-complement.com/
http://reverse-complement.com/
http://reverse-complement.com/

Klonovani do plazmidového vektoru pomoci restriktaz

vektor
PCR product Recipient Plasmid MCS
EcoRl  Insert(YGO) Notl | Xhol  EcoRl  Hindll  Notl |
TAAGCAGAATTC GOGGCCOGLTAAGCA | CTCOAGG AMHHA{::"&(GGCCGCW
ATTCGTCTTAAG | CGCCGGEGATTCGT | GAGCTCCTTAAGTTCGAACGCCGGCG |
lDigest and Gel Purify iDigest and Gel Purify

EcoRl Insert (YGOI) Motl Xhol EcoRl Motl

AATTC GC Ligate| | METCGHGG GGCCGCM
G CGCCGG i GAGCTCCTTAA CG

Xhol 1 EcoRI Imsert (YGOI) Matl
A cooptcec https://www.addgene.org/protocols/pcr-cloning/

Cloning With Restriction Enzymes - YouTube Overview of Traditional Cloning - YouTube
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Priprava stepici smesi — dsDNA pBluescript

Postup:

16 pI DNA (c = 300 pg/m) 1. do sterilni Epp. zkumavky pfipravit 20 | $tépici smési

20 pul 2 pl restrik¢niho pufru 2. mzikové centrifugace
3. inkubace pfi 37 C/ 2 hod.
2 il EcoR|3 Ul 4. zastavit reakci 70 C /10 min.

Jednotka enzymu (U) = mnozstvi RE, které rozStépi 1 pg dsDNA (obvykle DNA faga A) za 1 hod.

pfi optimalni teploté a optimalnich podminkach uvedenych pro kazdou RE



Mapovani DNA genomu pomoci restrikEnich'endonukleaz

RestrikCni mapa faga 3A

= znazoriuje pocet restriknich fragmentti DNA, ziskanych $tépenim rlaznymi restriktdazami, a jejich
usporadani v genomu

Na mapeé jsou vyznacCena mista Stépeni restriktazami a poloha jednotlivych restrikEnich mist

vV genomu

Vzdalenost RE mist je dana velikosti fragmentu DNA (v bp) mezi dvéma sousednimi RE-misty
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