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KLONOVANI DNA

Zaklady genoveho inzenyrstvi:
Klonovani PCR produktu
do vektoru a transformace E. coli
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Komercneé dostupny vektor
CR®2.1-TOPO a princip TOPO
klonovani (Invitrogen

pCR®2.1-TOPO®

CCCTT INAGGG
3.9 kb GGGAR PCR Product mTCCC

HQ |

Klonuji se PCR produkty majici A presah — amplifikované Taq polymerazou



Vektor pCR®2.1-TOPO

Obsahuje fragment genu lacZa, ktery kéduje cast
enzymu [-galaktozidazy

Chromosom hostitelské bakterie obsahuje
fragment Q

Kombinaci téchto fragmentu vznika aktivni
B-galaktozidaza
Aktivitu tohoto enzymu lze detegovat

Pridanim derepresoru lac-promotoru (IPTG) do
media dosahneme exprese fragmentu genu lacZa
z vektoru

V pripadeée pritomnosti chromogenniho substratu
(X-gal) v mediu, je tato bezbarva latka aktivitou 3-
galaktozidazy preménéna na barevny produkt



5-bromo-4-chloro-indoyl B-D galactoside

CH,OH

X-gal

B-galaktozidaza

Modry produkt

Cl

5-bromo-4-chloro-indigo



Klonovani PCR produktu

Voda pro mol. biologii

Komercnée dostupny klonovaci
vektor pCR® 2.1-TOPO

Klonovany PCR produkt
(pripraveny ve cviceni €. 22)

Inkubace 5 minut pri lab. teplotée
Inkubace 2 minuty na ledu

Nasleduje transformace vznikiého
konstruktu



Priprava ploten pro transformaci

« Budeme mit k dispozici agarove plotny
obsahujici ampicilin (konc. 100 pg/ml)

* Pro vyvinuti barevneé reakce musime pridat
IPTG (derepresor exprese z lac-promotoru) a
chromogenni substrat X-gal

* Na jejich povrch rozetreme hokejkou 50 pli
roztoku IPTG a 50 pl roztoku X-gal

* Po pul hodiné jsou misky pripraveny k vyseti
transformacnich smesi



Transformace vzniklého

konstruktu do buneéek E. coll

Do zkumavky na ledu pridame 50 pl
kompetentnich bunék (= schopnych prijmout
cizorodou DNA)

Paralelni zkumavka bude obsahovat 50 ul

kompetentnich bunék a 1 pl cirkularniho
plazmidu pCR 2.1 TOPO

Obé zkumavky inkubujeme 20 minut na ledu
a podrobime teplotnimu soku ve vodni lazni
= 42 °C po dobu 90 sekund

Znovu inkubujeme na ledu po dobu 10 minut
a vysejeme na plotny s ampicilinem, IPTG a
X-gal
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