Klonovani ve vektorech rady pUC

Priprava kompetentnich bunék pro transformaci

Jako recipientnich kment pro klonovani cizorodé DNA se nej€astéji vyuziva kmeni 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 spociva v pomnozeni bunék ptislusného kmene E. coli v
tekutém zivném mediu (napf. LB bujonu) do exponencidlni 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
pfidavkem 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: Bakteridlni 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 ODeo = 0,3.

2. Bunécnou kulturu vytemperujeme na 0°C v ledové vodni 1dzni 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 M13+ ke klonovani

Jednim z bézné€ pouzivanych vektorti pro klonovani v E. coli je bakteridlni plazmidovy vektor
pBluescript (viz obr.). Jeho polylinker (obsahuje cilova mista pro 16 restrik¢nich
endonukledz) je umistén v Casti genu lacZ kodujici proximalni ¢ast polypeptidu
beta-galaktozidazy, coz umoziuje pouzit k odliSeni rekombinantnich a nerekombinantnich
plazmid 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 pouzit kmend, 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 rizném
mnozstvi a Cistoté. Optimalni je pripravit DNA purifikovanou ptes gradient
CsClI-Etidiumbromidu. Je mozné vSak vychazet i z preparati, pfipravenych nékterou z
mikrometod, pfi nichz se ziskd DNA v mnozstvi n¢kolika ug s dobrou citlivosti ke §tépeni
restrikénimi endonukledzami a u¢inné€ spojovana ligdzou. Jednou z téchto metod je metoda
lyze varem, kterou zavedli Holmes a Quigley (1981).

Izolace DNA vektoru pBluescript metodou lyze varem

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

Material: Eppendorfovy zkumavky, mikrocentrifuga, automatické pipety, Spicky, zatizeni pro
elektroforézu, transilumindtor, restrikéni endonukleazy, stépici pufry, sterilni destil. voda, TE
pufr, 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. Z narastu kultury na Petriho misce odebereme paratkem asi 1-2 mm? a resuspendujeme v
350 ul STET pufru v epp. zkumevce. Odbér kultury paratkem provedeme tak, abychom
neodebrali 1 ¢ast agaru.

2. Pfidame 25 ul roztoku lysozymu a dobfe promichdme (protfepeme).

3. Zkumavku umistime do 1azn¢ s vrouci vodou pfesné na 1 minutu.

4. Zkumavku pieneseme do ledové vodni 1azné.

5. Bakterialni lyzat zcentrifugujeme v mikrofuze 10 min. pfi max. ot. a pokojové teplotg.

6. Sterilnim paratkem odebereme viskdzni sediment



7. K supernatantu ptiddme 40 pl 3M Nas-acetatu a 420 pl izopropanolu. Promichame
nékolikerym obracenim zkumavky. Zkumavku ponechame 5 min pti pokojové teploté.

8. Obsah centrifugujeme 5 minut v mikrofuze pfi max. otdCkdch a 4°C. Supernatant
odebereme pasterkou - je nutno odstranit veskerou tekutinu.

9. Pfidame 1 ml 70% etanolu, protfepeme a zcentrifugujeme 1 min v mikrofuze. Supernatant
odebereme, sediment oplachneme 100% etanolem (piipadné znovu zcentrifugujeme, jestlize

se sediment uvolnil) a nechame oschnout v obracené poloze pti pokojové teplot¢.

10. Sediment rozpustime v 50 ul TE pufru.

Poznamky:

Uvedenym postupem Ize piipravit asi 5 ug DNA. Pivodni pfedpis 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 kratkodobé pti 4°C.

Nastépeni vektoru restrikéni endonukleazou

2 ng DNA vektoru pBluescript nastépime v objemu 20 pl reakéni smési ptislusnou RE (2
hod).
2 ul reakéni smési naneseme na agarozovy gel a zkontrolujeme, zda je naStépeni vektoru
uplné.

K reakéni smési pfiddme 30 pl TE pufru a provedeme purifikaci DNA (viz tloha ¢&. 5).
Nakonec DNA rozpustime v 10 pl TE pufru a ulozime pfi -20°C.

Piiprava cizorodé DNA pro klonovani ve vektoru pBluescript

Jako cizorodou DNA lze pro klonovéani pouzijeme PCR produkt §tépeny ptislusnou restrikéni
endonukledzou, jejiz §t€pné misto se nachazi v polylinkeru (velikost restrikénich fragment,
které 1ze naklonovat je max. asi 10 kbp).

K naklonovani 1ze pouzit DNA, ktera byla stépena bud’ jednou RE, nebo dvéma rtiznymi RE
- v tomto ptipadé¢ dojde k tzv. orientovaném zaclenéni restrikéniho fragmentu do vektoru, coz
ma fadu vyhod, napt. umoznuje restrikéni mapovani a sekvencovani z definovaného konce.
Pouziti DNA Stépené dvéma enzymy zabranuje jeji cirkularizaci a zvySuje pravdépodobnost
vzniku rekombinantnich plazmidu pfi ligaci vektorové a cizorodé DNA.
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QIAquick PCR Purification Kit Protocol

using a microcentrifuge

This protocol is designed to purify single- or double-stranded DNA fragments from PCR
and other enzymatic reactions (see page 8). For cleanup of other enzymatic reactions,
follow the protocol as described for PCR samples or use the new MinElute Reaction
Cleanup Kit. Fragments ranging from 100 bp to 10 kb are purified from primers,
nucleotides, polymerases, and salts using QIAquick spin columns in a microcentrifuge.

Notes: ® Add ethanol (96-100%) to Buffer PE before use (see bottle label for volume).

o All centrifuge steps are at 13,000 rpm (~17,900 x g) in a conventional
tabletop microcentrifuge.

1. Add 5 volumes of Buffer PB to 1 volume of the PCR sample and mix. It is not necessary
to remove mineral oil or kerosene.
For example, add 500 pl of Buffer PB to 100 pl PCR sample (not including oil).

2. Place a QIAquick spin column in a provided 2 ml collection tube.
To bind DNA, apply the sample to the QIAquick column and centrifuge for 30-60 s.
Discard flow-through. Place the QIAquick column back into the same tube.
Collection tubes are re-used to reduce plastic waste.
To wash, add 0.75 ml Buffer PE to the QIAquick column and centrifuge for 30-60 s.

6. Discard flow-through and place the QIAquick column back in the same tube.
Centrifuge the column for an additional 1 min.

IMPORTANT: Residual ethanol from Buffer PE will not be completely removed unless
the flow-through is discarded before this additional centrifugation.

7. Place QIAquick column in a clean 1.5 ml microcentrifuge tube.

To elute DNA, add 50 pl Buffer EB (10 mM Tris-Cl, pH 8.5) or H,O to the center of
the QIAquick membrane and centrifuge the column for 1 min. Alternatively, for
increased DNA concentration, add 30 pl elution buffer to the center of the QIAquick
membrane, let the column stand for 1 min, and then centrifuge.

IMPORTANT: Ensure that the elution buffer is dispensed directly onto the QIAquick
membrane for complete elution of bound DNA. The average eluate volume is 48 pl
from 50 pl elution buffer volume, and 28 pl from 30 pl elution buffer.

Elution efficiency is dependent on pH. The maximum elution efficiency is achieved
between pH 7.0 and 8.5. When using water, make sure that the pH value is within this
range, and sfore DNA at —20°C as DNA may degrade in the absence of a buffering
agent. The purified DNA can also be eluted in TE (10 mM Tris-Cl, 1 mM EDTA, pH 8.0),
but the EDTA may inhibit subsequent enzymatic reactions.



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 liga¢ni smési obsahujici rizné pomeéry vektorové a cizorodé DNA. 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 1-5 ul liga¢ni smési smichd s TE pufrem do celkového objemu
10 pl, ktery se pak ptida ke kompetentnim bunkam).

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.





