Transformace kompetentnich bunék E. coli

Piiprava kompetentnich bunék pro transformaci

Jako recipientnich kment pro klonovani cizorodé DNA se nejéastéji vyuziva kment E. coli,
které byly mutacemi a metodami genového inZenyrstvi upraveny tak, aby byly schopny s
udrzovaly jeji plivodni strukturu (tj. nezptisobovaly vystépovani naklonované DNA) a
dovolovaly selekci rekombinantnich plazmidii. Podrobna charakteristika téchto kmend
(zejména jejich genotyp) byva uvadéna v katalozich firem a praktickych ptiruckach.
Vlastni navozeni kompetence spoc¢iva v pomnozeni buné¢k piislusného kmene E. coli v
tekutém Zivném mediu (napt. LB bujonu) do exponencialni faze rtistu, pfevedeni bun¢k do
roztoku CaClz, v némz se buiiky ponechaji n€kolik hodin, béhem nichz dojde k jejich
vyhladovéni a ur¢itym zméndm v bunécné sténé, umoznujicim piijmout externi DNA.
Takto ptipravené buiiky Ize pouzit bud’ bezprostfedné, nebo se ptevedou do roztoku CaClzs
piidavkem glycerolu, v némz je mozné buniky zamrazit na -70°C a pouZit pozdé&ji (takto
ptipravené buniky lze uchovavat nékolik mésicti nebo i déle).

Organismy: Bakterialni kmen E. coli TOP10F’
Material: LB bujon, sterilni roztok 0,05 M CaCl:, sterilni centrifugacni zkumavky,
kolorimetr s pfislusenstvim, chlazena centrifuga, rotor 6x50 ml

Postup:

1. 20 ml LB bujonu v Erlenmayerové bance naockujeme 2 ml bujonové kultury
(18 hod/37°C) a inkubujeme pii 37°C na vodni tfepaci lazni do hustoty suspenze
ODs0oo=0,3.

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

3. Sediment bun¢k resuspendujeme v poloving€ objemu ledového roztoku CaCl.a
ponechame v lednici pii 4°C ptes noc.

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

5. Takto ptipravené kompetentni bunky Ize pouzivat ptiblizné jeden tyden. Pro
dlouhodobé¢ uchovavani se k bunécné suspenzi ptida 1/10 objemu sterilniho glycerolu
(4°C!) a suspenze se zmrazi na -70°C.



Transformace kompetentnich bunék E. coli rekombinantni DNA

Organismy: kompetentni buniky E. coli TOP10F’

DNA: vektor pBluescript SK-, vektor s inzertem pBluescript + hsp60 5.4

Material: ligacni smés z Glohy 4, TE pufr, LB bujon, LB agar, ampicilin (roztok 100 mg/ml),
IPTG (roztok 0,1 M), X-gal (roztok 20 mg/ml v dimethylformamidu), Petriho misky, sterilni
hokejky

Postup:

1. Do mikrozkumavky se napipetuje 200 ul kompetentnich bunck. (V ptipad¢, ze se
pouzivaji buiikky zmrazené na -70°C, nechaji se pozvolna rozmrznout pti pokojové
teplote.)

2. Zkumavka se umisti do ledové lazné.

3. Ptida se DNA (obvykle se 1-5 ul liga¢ni smési smicha s TE pufrem do celkového
objemu 10 pl, ktery se pak ptida ke kompetentnim bunkam). Jako kontrolu provadime
vzdy transformaci s (i) vektorem bez inzertu, (i1) vektorem s inzertem a (iii) bez DNA
(vysev samotnych kompetentnich bun¢k na selekéni médium).

4. Lehce se promicha a ponecha v ledové lazni 30 minut.

Buriky se podrobi tepelnému Soku ponofenim zkumavky na 1 min do vodné 1dzné

42°C, nebo 3 min /37°C.

6. Zkumavka se prenese do ledové 1azn€ a pfida se 1 ml LB bujonu.

7. Nasleduje inkubace 1 hod pti 37°C na vodni tiepaci lazni (exprese genti umoziujicich

rust na selekénim médiu).

Buiiky se zcentrifuguji 3 min pti 6000 ot/min.

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

10. Suspenze se vyseje pomoci bakteriologické hokejky na agarové plotny (LB agar,
obsahujici 100 ug ampicilinu /ml). Pokud se pouziji plotny obsahujici navic X-gal (40
pg/ml) a IPTG (20 mM), Ize ptimo odliSit podle zbarveni kolonie obsahujici
rekombinantni nebo nerekombinantni plazmid.

11. Plotny se inkubuji 24-48 hod pii 37°C.
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Poznamky:

1. Uginnost transformace kolisa v zavislosti na pouzitém kmeni E. coli, na pracovnim
postupu pii piipravé kompetentnich bunék a na koncentraci DNA pouzité k transformaci.
Plati, Ze nejvyssi ucinnosti transformace se dosahne pfi pouziti velmi nizkych koncentraci
DNA, neptesahujicich 10 ng/jednu transformacni smeés (optimalni konc. je pod 1 ng DNA).
2. Je vhodné sledovat nartst kolonii na plotnach: nékdy se stava, ze v okoli transformanti se
postupné objevuji, dortistaji) drobné kolonie, které nejsou transformanty a nejsou tudiz
rezistentni k ampicilinu: rostou v okoli rezistentnich kolonii, které ampicilin rozkladaji.

3. Vyrostlé kolonie je vhodné pfepasazovat na ¢isté plotny a zalozit klony z jednotlivych
nov¢ vyrostlych kolonii.



