Harmonogram vyuky
Ctvrtek 13:00 — 16:50 D36/216

07.04.2022 BOZP a teorie k izolaci plazmidové DNA

14.04.2022 1. izolace plazmidoveé DNA

21.04.2022 01_2 2. stanoveni Cistoty a koncentrace pDNA, RE stépeni, PCR

28.04.2022 (L. Kuntova) 3. horizontalni gelova elektroforéza, priprava sacharozového gradientu
05.05.2022 4. klonovani, prenos pDNA pomoci transformace

12.05.2022 5. vyhodnoceni modro-bilého testu a zapocet

v v
1. pfiprava vektoru 2. pfiprava inzertu 3. ligace 4. transformace 5. selekce
- izolace pUC18 - PCR - modro-bily test

- restrikéni stépeni

?\IIEéLFIEg Vyhodnoceni a vypracovani protokolu




spojené molekuly cizorodé DNA = rekombinantni DNA
vektor obsahujici inzert cizorodé DNA = rekombinantni vektor

rekombinantni DNA urcena ke klonovani se nazyva klonovana DNA

Puvod klonované DNA:

e izolovana z donorového organizmu (restrikéni stépeni, PCR)
e komplementarni (cDNA pripravena zpéetnou transkripci z mRNA)

e pripravena uméle chemickou syntézou

obsahuji a vyznacuji se novymi vlastnostmi.



Zpusoby prenosu DNA

Primy prenos DNA izolované z donorové bunky pres cytoplazmatickou
membranu do bakteridlni recipientni bunky, v jejimz fenotypu se muze
vhesena geneticka informace projevit.

Prenos DNA prostrednictvim bakterialniho viru z bunky donorové do
recipientni, v jejimz fenotypu se muze vnesend geneticka informace
projevit.

Pfenos DNA do zZivociSnych bunék. Pomoci virG eukaryot (adenoviry,
retroviry), elektroporaci, chemickymi Ccinidly (polyaminy, lipidy),
mikroinjekcéné.



KLONOVANI Bufika E. coli

amplikon hsp60
RE1| Klonovany inzert |RE2

Ligace inzertu
do plasmidu Pusobeni CaCl2
pro permeabilizaci
ng':' . Plasmid se zaklonovanym inzertem l bunééné stény

Sasz
iy Kompetentni buiika
E. coli

Transformace
Vysledny plasmid %

T4 ligaza

Transformovana burka E. coli




Inaktivace syntézy B-galaktozidazy

Transformovana buika E. coli
Transformované bunky E. coli na agarové misce o

+ ampicilin, IPTG, X-gal

rostou jen burky obsahujici plazmid - ten nese gen prolrozistinci k ampicilinu

X-gal — chromogenni substrat

V.

I \\

lacZ koduje beta-galaktosidazu
beta-galaktosidaza metabolizuje X-gal na modry produkt

- 5-bromo-4-chloro-indolyl-B-D-galaktozid

IPTG - induktor tvorby B-galaktozidazy
- izopropyl- B -D-tiogalaktozid

Ampicilin — selekce

Gen lac Z je funkéni Gen lac Z je porusen integraci inzertu
a vznika modré barvivo. a modré barvivo tak nevznika.



inzert (amplikon)

ligace T4 DNA ligdzou
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rekombinantni

plazmid

vektor

\Igace T4 DNA ligdzou




inzert (amplikon)

ligace T4 DNA ligdzou
ey
. - rekombinantni
| id
polylinker piazmi

vektor

ligace T4 DNA ligazou




KLONOVANI

amplikon hsp60
RE1| Kionovany inzert |RE2

Ligace inzertu

Vysledny plasmid

Burika E. coli

do plasmidu
RE1 3552 Plasmid se zaklonovanym inzertem
Kompetentni bunka
N E. coli
kS
T4 ||gaza Transformace
—_—
e

Transformovana burka E. coli

_ inzert : vektor (hmotnostni pomér)

60 ng inzert + 50 ng vektor

3:1 35 ng inzert + 50 ng vektor

1:1 12 ng inzert + 50 ng vektor

Pusobeni CaCl2
pro permeabilizaci
bunééné stény



Molarni vs. hmotnostni
pomer

1 : 1 1 : 5




Priprava kompetentnich bunék



/: kultura E. coli narostla v 20 ml
~— LB bujonu do OD,, = 0,3

ochladit na ledu 0 °C
centrifugace 10 mim;t pri 3000 rpm/4 °C

sediment resuspendovat v ledovém roztoku 0,05M CaCl, a
ponechat na ledu pres noc

centrifugace 10 minut p¥i 3000 rpm/4 °C
\j
sediment resuspendovat v 1/10 vychoziho objemu
(2 ml) ledového roztoku 0,05M CaCl,

POzor na spravne =

: A o w uchova na ledu nebo
pipetovani ! Kompetentni bunky ‘ U p¥i -70°C v glycerolu

Stanoveni titru kompetentnich bunék

Ze tfi misek souéet kolonii/3 (poget musi byt dobfe poéitatelny a > 10)

10-° 106 107
Desitkovou Fadou naredit KB v MPB nebo fyziol. roztoku.
Z kazdého fedéni vyockovat po 0,1ml na 3 misky MPA bez antibiotika.
Inkubace pri 37 °C/18 hod



Lo A: vektor B:rek. vektor C: voda
Vzorky naredime tak, aby v 50 pl roztoku bylo 50 ng DNA, (50 ng) (50 ng) (50ul)

tj. c = 1 ng/ ul 3 vzorky:

A: 50 ng nestépeného vektoru - kazdy

B: 50 ng rekombinantniho vektoru - kazdy

| } |
C: 50 pl vody (negativni kontrola) — 2x na sem. sk. I]—f I]—f T—f
\V/ \V/ \V/

V mikrozkumavce na ledu je 200 pl kompetentnich bunék

Vzorek opatrné promichat s KB, nechat stat na ledu 30 min
Teplotni Sok 42 C/60-90s

Na ledu pridat 1 ml LB bujonu a nechat 2 min stat

S A

Inkubace 37 C/45-60 min



}
centrifugace pri 12 000 rpom/ 1 min

e

odlit supernatant U[
}

resuspendovat sediment bunék ve zbytkovém médiu

(cca 1100 ul)

suspenzi vyockovat na LBA + AMP + IPTG + X-gal
misky dopredu popsat na dno! nechat vsaknout

}
inkubovat dnem vzhUru pri 37 C/24 - 48 hod




Titry:
Titr KB: Kompetentni bunky vysety ve 100 pl =>
titr (CFU/ml) = pocet bunék obracend hodnota fedéni 10
Titr transformantt: Kompetentni buniky v poc¢atecnim objemu 200 pl =>
titr (CFU/ml) = pocet bunék 5
CFU — colony forming unit

A/ nestépeny vektor B/ rekombinantni vektor C/ voda




Hodnoceni

1. stanoveni titru kompetentnich bunek CPM/ml

2. odecet kolonii transformantu a stanovit jejich titr:
CPT, /ml

CPTg /ml
CPT./ml

3. Transformacni index pro pomery 5:1 a 3:1 a kontrolu C
vyjadren pomérem titru transformantu k titru kompetentnich bunék:

Ti =CPT:CPM= N,d x 10®



Zapis do protokolu

Titr bunék: 7,3 x10%/ml
726 x 107/ml

index

Ti., =N%

- spravne
- nespravne

Ti,., =N,dx10® -spravne

- nespravne



Inzeréni inaktivace genu pro rezistenci k antibiotiku:

Amp R, —

o2
& Y
Lra g T2
pBR322

Po vlozeni inzertu do
genu pro rezistenci k
ampicilinu je tento gen

nefunkéni
o
&+
Transformované bunky PFidani fragmentd cizorodé DNA  ~—INSSSSS—
. T prfipravenych Stépenim Pstl
JSOU neC|t||Ve k # ., @02 -

tetracyklinu
Spoajeni DNA-ligazou

K ampicilinu jsou

necitlivé jen bunky bez

inzertu — s funkénim cizoroda DNA
genem ampR rekombmantni

Hledame kolonie
rezistentni k
tetracyklinu, ale citlivé
k ampicilinu

Prerazitkovani
na plotny
s ampicilinem

razitkovaci metoda

tetracyklinem

Puda s
ampicilinem kolonie s klonovanou DNA



Razitkovani

miska s koloniemi kultury
transformované
rekombinantnim vektorem

;
Y

/

iﬁ@ﬂiﬁﬂ/

misku otocime dnem
l vzhiru a otickneme ji

kolonie citlivé k ampicilinu
(obsahuji vektor s inzertem)

Je nezbytné dodrZovat stejnou orientaci misek, abychom
byly schopni zpétné identifikovat kolonie.

do sterilniho sametu

bunky kolonii ulpi na sametu, to
umozni replikovat je na misku s
ampicilinem a bez ampicilinu




Ulohy k vypracovani — sam.
prace

Procentudlni koncentrace mize mit tfi zakladni vyjadreni:
Hmotnostni procenta (w/w): mnozstvi latky (v gramech) ve 100 g vysledného roztoku.
Objemova procenta (v/v): pocet mililitrd latky na 100 ml vysledného roztoku.

Hmotnostné-objemova procenta (w/v %): pocet gramu latky na 100 ml vysledného roztoku.



Vypocty

pro skupiny 01 1,01 2, 02_1:

1. Urcete mnoiZstvi lysozymu o koncentraci 50 mg/ml, které se ptida do reakéni smési o objemu 100 pl tak, aby byla jeho
vysledna koncentrace 500 pg /ml.

2. Urcete, jaké mnozstvi zasobniho roztoku ampicilinu o koncentraci 100 mg/ml se musi pfidat do 20 ml LB bujonu, aby
byla jeho vyslednd koncentrace 100 pg/ml.

3. Kolika procentni roztok (w/v %) predstavuje 10M HCI (Mr = 36)? Popiste, jak byste z hlediska bezpecénosti postupovali
v pfipravé tohoto roztoku.

4. Kolik g sacharozy a kolik vody je tfeba k pripravé 20 g 10% roztoku (w/w=hmotnostni procenta)?

5. Kolik g NaCl (Mr=58,0) pouZijete na pripravu 50 ml 2M roztoku NaCl?



