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ULOHA C
Klonovani PCR produktu do plasmidu

TEORETICKY UVOD

Pfi klonovani PCR produktl do plasmidi se vyuZiva vlastnosti Taq polymerasy, a jinych
non-proofreading polymeras, pfidadvat na konec nové syntetizovaného retézce jednu bazi
(adenin) navic. Klonovaci vektor je poté v linearni formé, kdy na kazdém konci nese jednu bazi
(thymin nebo uracil) navic. Za optimalnich podminek poté dochazi k hybridizaci a ligaci PCR
fragmentu do vektoru (Obrazek 1). PCR fragment hybridizuje do tzv. MCS (multicloning site)
mista, které poté umoziuje pouZiti Sirokého spektra restriktaz pro jeho pfipadné vystépeni z
vektoru a re-klonovani do jiného vektoru. MCS misto se nachdzi uvnitf genu lacZ kdédujiciho
galaktosidasu, takze Uspésné vclenéni PCR produktu do vektoru ma za ndsledek ztratu aktivity,
ktera tak mlze byt vyuZita pro selekci uspésnych transformatt pomoci barevného substratu
X-gal. Vektor rovnéz nese rezistenci na jedno nebo dvé antibiotika (obvykle na ampicilin) a
obsahuje T7 a SP6 promotor pro ptipadnou produkci klonovaného PCR produktu.
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Obr. 1: Schéma klonovaciho vektoru pGEM-T Easy (Promega)

Pfed vlastnim klonovanim je vétsinou nutné PCR produkt precistit pomoci agarézové
elektroforézy, abychom se vyhnuli klonovani pfipadnych vedlejSich produktl PCR reakce
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(dimery primer(, nespecifické produkty). MnoZstvi PCR produktu (ng) pfi ligaci se poté spocitd
na zakladé vzorce:

Mnozstvi vektoru (ng) x délka PCR produktu (kb) y Lo _ inzert
délka vektoru (kb) molarni pomer

vektor

Ligacni reakce vétsSinou poté probiha pfi pokojové teploté po dobu 1-2 hodin nebo pfi
4°C pres noc. Poté dochazi ke vloZeni ligovaného vektoru do kompetentnich bunék. V nasem
pfipadé budou pouzity termo-kompetentni buriky E. Coli HB101.

Kompetentni bunky jsou skladovany pfi -70°C a vyuziva se jejich schopnosti po
rozmrazeni a vystaveni kratkému teplotnimu Soku pfijmout DNA. Po teplotnim Soku je k
bukdm obvykle pfiddano SOC médium a jsou 2 hodiny inkubovany pfi 37°C. Poté jsou
vyoCkovany na misku s prislusSnym selekénim antibiotikem a nasledujici den je pozorovan
pocet Uspésnych transformanta.

PCR produkt

pGEM T-Easy vektor Kultivace na miskdch,
Ligaéni smés Teplotni §ok (42°C) screening kolonii
SOC médium
ﬁ ﬁ =
20 min inkubovat pfi 4°C Kompetentni bunky <

Obr. 2: Schéma transformace bunék E. Coli HB101

ProtoZze mUze dochazet i k ligaci vektoru bez vlozeného PCR produktu, je do média na
kultivacnich miskdch pfidan barevny substrat X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-d-
galactopyranoside) s induktorem IPTG (Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside), kdy v pripadé
ligace samotného vektoru dochazi k ridstu modrych kolonii (enzym galaktosidasa je aktivni) a
v pfipadé uspésné ligace PCR produktu do vektoru k ristu bilych kolonii (enzym galaktosidasa
je inaktivovan vlozenym PCR produktem).
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Obr. 3: Chemicka struktura X-Gal (A) a IPTG (B)
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POSTUP PRACE

Amplifikace vybraného genu (PR1a nebo PR2 nebo PR5 nebo EFla)

Pripravte reakéni smeés dle uvedené tabulky do PCR zkumavky:

FW+REV Primer (5 uM) 2 ul
RedTaq Mix 2x konc 10 ul
PCR voda 6 ul
Templat (cDNA) 2 ul

Reakéni smés jemné promichejte a kratce stoCte a vlozte do cycleru. Na cycleru nastavte
nasledujici program:

95°C 2:30 min
95°C 30s

60°C 30s }45x
72°C 20s

72°C 5:00 min

Analyza PCR produktu a jeho precisténi pomoci Wizard Gel Extraction Kit (Promega)

1. Pfipravte 1,5% agardzovy gel.

2. Na gel naneste 20 pl PCR produktu smichaného s 3 ul DNA nandseciho pufru do jedné

jamky a 2.5 pl délkového markeru (GeneRuller 100 bp) do druhé jamky.

Spustte elektroforézu: 150 V, 20 minut.

Po skonceni elektroforézy vynulujte vahu na 1,5 ml zkumavku.

Dejte gel na transiluminator a vyrezte PCR produkt (poznamenejte si jeho velikost).

Prouzek preneste do 1,5 ml zkumavky a zvazte.

Do zkumavky pridejte Binding buffer v poméru 10 pl roztoku na 10 mg gelu.

Inkubujte smés 10 minut pfi 60°C, kdy pribézné zkumavku vortexujte, abyste urychlili

rozpusténi gelu.

9. Poté preneste celou smés na kolonku (pokud je smési vice jak 800 pl tak nadvakrat).

10. Stocte kolonku 1 min pfi 14 000 x g.

11. Vylijte protekly roztok a pridejte na kolonku 700 pl roztoku Wash Buffer.

12. Centrifugujte 1 min pti 14 000 x g.

13. Vylijte protekly roztok a pridejte na kolonku 500 pl roztoku Wash Buffer.

14. Centrifugujte 5 min pri 14 000 x g.

15. Vyhodte zkumavku, kolonku pfeneste do nové 2.0 ml zkumavky a centrifugujte 1 min
pfi 14 000 x g.

16. Vyhodte zkumavku, kolonku preneste do nové 1,5 ml zkumavky a na jeji stfed
napipetujte 25 ul PCR vody.

17. Centrifugujte 1 min pfi 10 000 x g, PCR produkt je precistén, zmérte jeho koncentraci
na NanoFotometru.

O NOLUL AW
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Klonovdni PCR produktu do plasmidu pGEM-TEasy a jeho ndslednd transformace do bunék E.

coli HB101

1. Rozmrazte 2x Ligation Master Mix, pGEM-TEasy klonovaci vektor a PCR vodu.

2. PFipravte ligacni smés:
pGEM-TEasy klonovaci vektor 1l
PCR produkt 1-4 ul (vypoctéte na zadkladé vzorce)
Ligation buffer, 2x 5ul
T4 DNA Ligasa 1l
PCR voda do 10 ul

3. Jemné ligacni smés promichejte, kratce stocte a inkubujte 1 hodinu pfi pokojové
teploté.

4. Rozmrazte potfebny pocet alikvoti kompetentnich bunék HB101 na ledé a
predehiejte SOC medium na pokojovou teplotu.

5. Do zkumavky s kompetentnimi burikami pfidejte 2 pl ligaéni smési, opatrné
promichejte a inkubujte 20 minut na ledé.

6. Poté umistéte zkumavku do termostatu na 42°C presné na 40s a poté ji vratte na 2
minuty do ledu.

7. Ptidejte 450 ul SOC media a inkubujte za tfepani (1000 rpm) 1 hodinu.

8. Od tohoto bodu provadéjte vSechny cinnosti v laminarnim boxu a sterilné.

0. Poté si pfipravte nalitou LB misku s ampicilinem (100 ug/ml) a X-gal/IPTG

10. Napipetujte na pfipravenou misku 100 pl SOC media s kompetentnimi burikami a
dlkladné medium rozetrete bakteriologickou hokejkou.

13. Nechte z misek odpafit zbytek rozetfeného média, misky zaviete a umistéte dnem
vzhlru do termostatu na 37°C.

14. Nasledujici den popiste vysledek.

Zaockovani kolonie pro izolaci plasmidu

Ze selekéni misky vyberte jednu kolonii nesouci plasmid s inzertem a pomoci malé

$picky ji preneste do 2 ml LB média s ampicilinem (100 pg/ml) a inkubujte na tfepacce pfi 37°C
12-16 hodin.

1zolace plasmidu z kultury E. coli pomoci kitu UltraClean® 6 Minute Min Plasmid Prep (MoBio)

Pfeneste 1.8 ml bakteriadlni kultury do 2.0 ml zkumavky a centrifugujte 30s pfi
14000 x g.

Odstrante veskery supernatant a pridejte 50 pl Roztoku 1 a resuspendujte pelet na
vortexu.

Pridejte 100 ul Roztoku 2 a opatrné promichejte prevracenim. Nevortexujte!
Pridejte 325 pl Roztoku 3 a prevracenim smés ve zkumavce porfadné promichejte.
Nevortexujte!

Centrifugujte 1 min pfi 14 000 x g.
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6 Supernatant opatrné preneste na kolonku umisténou ve zkumavce.

7. Centrifugujte 30 s pfi 10 000 x g.

8. Odstrante protekly roztok a na kolonku napipetujte 300 ul Roztoku 4.

9. Centrifugujte 30 s pfi 14 000 x g.

10. Odstrante protekly roztok a na kolonku a znovu centrifugujte 30 s pfi 14 000 x g.

11. Pfeneste kolonku do nové zkumavky, pfidejte 40 pl Elu¢niho pufru a nechte 1 min
inkubovat na stole.

12. Centrifugujte 30 s pfi 10 000 x g.

13. Plasmidova DNA je pfipravena k pouziti, zmérte jeji koncentraci a Cistotu na
NanoFotometru.

Meéreni koncentrace a Cistoty izolované DNA pomoci Nano-fotometru

1. Na fotometru nastavte méreni koncentrace dsDNA.

2. Na ¢ocku mérici kyvety napipetujte 3 ul PCR vody a zakryjte vrskem s faktorem 10.
3. Zmacknéte tlacitko pro méreni Blanku (BLANK).

4, Cocku a vriek otfete tampdnem a poté na ¢ocku napipetujte 3 pl vzorku DNA.

5. Zakryjte ¢ocku vrskem s faktorem 10 a zmacknéte tlacitko pro méreni vzorku

(SAMPLE).
Vytisknete hodnoty Cistoty Azeo/280, A230/260 @ Namérené spektrum.

Priprava plasmidu o definované koncentraci

1. Na zakladé znalosti velikosti plasmidu s PCR produktem (pfiblizné 3200 bp) a stredni
molekulové hmotnosti 1 paru bazi DNA (650 g/mol) vypocitejte koncentraci
plasmidové DNA pti nasledujicim poctu kopii:

1000 kopii/pl
10000 kopii/il e,
100 000 kopii/ll e,
1000 000kopii/|l oo

2. Na zakladé vypoctenych hodnot zfedte plasmidovou DNA PCR vodou na poZzadovanou
koncentraci v celkovém objemu 100 pl.

VYHODNOCENI|

- Uvedte celkovy pocet kolonii po transformaci a jejich zabarveni.

- Uvedte kvantitu a Cistotu vyizolované plasmidové DNA.

- Uvedte vypocitané hodnoty koncentraci plasmidové DNA pro jednotlivy pocet
kopii/ul.



