IZOLACE DNA PGEM-T PLAZMIDU A STANOVENI VELIKOSTI LIGOVANEHO SEGMENTU

QlAprep Spin Miniprep Kit firmy Quiagen umoznuje rychlou, jednoduchou a nakladové efektivni
izolaci plazmidu z bakteridlnich bunék. Je urcena pro rychlé a pohodiné zpracovani 1-24 vzorki
soucasné za méné nez 30 minut. Plazmidova DNA purifikovanad soupravami QlAprep Miniprep je
okamzité pripravena k poutziti.

Postup izolace plazmidové DNA je zaloZen na alkalické lyzi bakterialnich bunék, adsorpci DNA na oxid
kfemicity v pfitomnosti chaotropni soli, promyvani a eluci plazmidové DNA.

Bakterialni bunky jsou lyzovdny NaOH-SDS pufrem (P2), optimalné za pfitomnosti RNazy A. SDS
rozpousti komplexy fosfolipidd a proteini, NaOH denaturuje chromozomalni a plazmidovou DNA a
proteiny. DodrZeni optimalni délky lyze je duleZité pro uvolnéni plazmidové DNA bez jaderné DNA a
minimalizuje vystaveni plazmidové DNA denaturac¢nim podminkam.

Lyzat je neutralizovan pomoci octanu draselného (N3). Vysoka koncentrace soli zpUsobuje vysrazeni
detergentu (SDS), precipitaci denaturovanych protein(, precipitaci chromozomalni DNA a zbytkd
bunék. Plazmidova DNA, kterd je mensi a kovalentné uzaviena kruhova molekula zUstava v roztoku.

Precipitdt je odstranén centrifugaci nebo filtraci. Vysoka koncentrace soli, pH a vazebné vlastnosti
kfemikaté membrany QlAprep spin kolony zajistuji, Ze se na ni vaZze pouze plazmidova DNA, zatimco
degradovana RNA, bunécné proteiny a metabolity kolonou protékaiji.

Endonukleazy jsou efektivné odstranény promytim PB pufrem a soli ndslednym promytim PE pufrem.
Plazmidovda DNA je eluovana pomoci EB pufru nebo deionizované vody.

Klonovaci vektory odvozené z bakteridlnich plazmidl jsou kruZnicové molekuly DNA schopné
autonomni replikace v hostitelskych bunkach. Tyto vektory musi nést selekéni geny (napf. geny pro
rezistenci k antibiotikim), které umozni na zakladé fenotypovych projevi selektovat plazmidem
transformované buriky. Nesou klonovaci misto (MCS, “polylinker’), tj. jedinecna restrikéni mista, do
kterych vkladame (ligujeme) segment DNA. Klonovaci misto se obvykle nachazi v reportérovém genu
(gen kodujici beta-laktamazu, modrobila selekce), ktery umozni rozlisit plazmidem transformované
bunky nesoucim ligovany segment DNA nebo ne.

Purifikace plazmidové DNA pomoci QIAPrep Spin Miniprep Kitu (cviceni l)

Tento protokol je optimalizovan pro purifikaci az 20 pg plazmidové DNA (pGem-T) z 1az 5 ml
presnocni kultury Escherichia coli v LB (Luria-Bertani) mediu.

Postup (pozn. vsechny kroky musi byt provadény pii pokojové teploté)

1. Resuspendujte sedimentované bakteridlni bufky v 250 ul pufru P1 a premistéte do
mikrocentrifugacni zkumavky.

Sedimentované bakteridlni buriky ziskdme centrifugaci kultury E. coli (5000 rpm/5 min)
2. Pridejte 250 ul pufru P2 a okamzité promichejte prevracenim zkumavky (4-6 krat).

Promichdvejte opatrné prekldpénim zkumavky. Nevortexujte, aby nedoslo k poskozeni genomické
DNA. Pokud je zapottebi, pokracujte v prekldpéni, dokud neni roztok viskozni a témér prQhledny.
Lyzujte maximdlné po dobu 5 minut!



3. Pridejte 350 ul pufru N3 a ihned promichejte prevracenim zkumavky (4-6 krat).

Abyste zabranili lokdInimu srdZeni, promichejte roztoky dlkladné a okamZité pro ptidani pufru N3.
Vétsi objemy si mohou vyZddat Cetnéjsi prevrdceni (aZ 10krdt). Roztok se zakaluje.

4. Centrifugujte pfi 13 000 rpm/10 min ve stolni centrifuze.
Vytvdfti se bily pelet.

RCF (x g) = 11,15 x 10° x r x n” (kde RCF je relativni centrifugacni sila, n je pocet otdcek rotoru za
minutu, r je polomér rotoru v centimetrech)

5. Aplikujte supernatant z kroku 4 na QlAprep spin kolonu pomoci dekantovani nebo
pfepipetovanim.

6. Centrifugujte 30-60 s. Vylijte to, co protece.
7. Promyjte QlAprep spin kolonu pfidanim 0.5 ml pufru PB a centrifugaci po dobu 30-60s.
Vylijte to, co proteklo.

Tento krok je nezbytny pro odstranéni zbytkové nukledzové aktivity pti pouZiti kmen( endA®, jako
napt. JM, HB101 a jejich derivatt nebo divokych kmenU, které vykazuji vysokou nukledzovou aktivitu
nebo vysoky obsah uhlovodik(l. Kmeny jako napt. XL-1 Blue a DH5alfa tento krok nevyZaduji.

8. Promyjte QlAprep spin kolonu pfidanim 0.75 ml pufru PE a centrifugaci po dobu 30-60s.

9. Vylijte to, co proteklo a centrifugujte znovu dalsi 1 min, aby se odstranil zbytkovy promyvaci
pufr.

Zbytkovy promyvaci pufr nebude kompletné odstranén, pokud nebude odstranéno to, co proteklo v
predchozim kroku. Zbytkovy etanol z PE pufru miZe inhibovat ndsledné enzymatické reakce.

10. Umistéte QlAprep kolonu do ¢isté 1,5 ml mikrocentrifugacni zkumavky. Pro vymyti DNA
pridejte 50 ul pufru EB (10mM Tris-HCI, pH 8.5) do stfedu kaZdé kolony (nedotknéte se
membrany), nechte stat 1 min a centrifugujte po dobu 1 min.

Zkumavku s izolovanym plazmidem fadné popiste. lzolovany plazmid jemné vortexujte a zméfte
spektrofotometricky koncentraci DNA (Spektrofotometr Shimadzu, Nanodrop). Stanovte pomér
absorbanci pfi 260 a 280 nm a urcete miru znecisténi (proteiny).

Do protokolu uvedte koncentraci izolovaného plazmidu, mnoZstvi izolovaného plazmidu a mnoZstvi
izolovaného plazmidu z 1 ml bakterialni suspenze.

Stanoveni velikosti ligovaného segmentu v plazmidu pGem-T/pGemT-Easy (Cviceni Il)

Skutecnost, Ze klonovany fragment odpovida svoji velikosti predpokladiim, muizeme stanovit
Stépenim restrikéniho mista odpovidajicimi restrikénimi endonukledzami. Nasledné pomoci
elektroforézy v agarozovém gelu stanovime velikost vstépeného fragmentu. Pokud jeho velikost
odpovida velikosti ligovaného fragmentu + fragmentidm klonovaciho mista, predpokladame, zZe se
podatilo ligovat a naklonovat dany fragment napf¥. PCR produkt.

Druhou moZnosti kontroly klonovaného fragmentu je amplifikace klonovaciho mista primery
M13f/M13r.



1. Amplifikace klonovaciho mista pomoci primert M13f/m13r — pfiprava PCR reakéni smési.

SloZeni reakcni smési vypoctéte podle pouzité termostabilni polymerdzy (uveden je priklad pro Go

Taq® DNA Polymerdzu.

GoTaq® DNA Polymerase M13f/r
Koncetrace Konecna Pipetuj
~ prac.roztoku koncentrace 1 test
Pufr S5x 1 x 5 ul
MgCI2 25 mM 0 mM 0,0 ul
Voda = 14,75 ul
dNTP ZmM pee— 200 uM 25 ul
f primer 20 pmol/ul 0.2 uM 0,25 ul
T primer 20 pmol/ul 0.2 uM 0,25 ul
Ulreake
Taq pol 5 Ulpl 125 e 0,25 ul
CELKEM 23
Objem reakce 25 ul Rozpipetuj po
VZOREK 2 ul
2. Teplotni program PCR reakce.
Pocatecni denaturace 94 °C__ 2 min
30 cykld  denaturace 94°C 30s
nasedani primert (anealing) 55°C 30s
syntéza DNA (elongace) 72°C_30s
Konecna elongace 72°C 7 min

3. Stanoveni velikosti PCR produktu pomoci gelové elektroforézy.

Velikost PCR produktu stanovte elektroforeticky v 1,0% agarézovém gelu v TAE pufru. PouZijte

standard molekulové vdhy GeneRuler 100 bp DNA Ladder (2 ul na drahu). Fluorescencni barvivo

GoodView pridavejte do rozvareného agarozového gelu (2 pl na 50 ml). Separaci provedte

pfi 80 V po dobu 30 — 40 minut.

4. Velikosti ligovaného segmentu vypoctéte podle fyzické mapy klonovaciho plazmidu.

pGEMEe-T pGEM®-T Easy
T7 RNA Polymerase transcription initiation site: 1 1
SP6 RNA Polymerase transcription initiation site: 126 141
T7 RNA Polymerase promoter: 2984-3 2999-3
SP6 RNA Polymerase promoter: 124-143 139-158
multiple cloning site: 10-113 10-128
lacZ start codon: 165 180

lac operon sequences:

2824-2984, 151-380

2836-2996, 166-395

lac operator:

185-201

200-2016

b-lactamase coding region: 1322-2182 1337-2197
phage f1 region: 2368-2823 2380-2835
binding site of pUC/M13 Forward Sequencing Primer:  2941-2957 2949-2972
binding site of pUC/M13 Reverse Sequencing Primer:  161-177 176-197
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