Klonovani genu pro figovy endolyzin a ovéieni exprese endolyzinu

V prubéhu reprodukéniho cyklu bakteriofaga se lytické enzymy uplatiiuji pii iniciaci infekce, kdy
vytvareji v bakteridlni bunécné sténé drobné léze, kterymi se dovnitt builkky dostava fagova
genomova nukleova kyselina. Lytické enzymy tohoto typu se vyskytuji jako komponenty
fagovych castic, zejména fagovych biCiki. Druhd skupina fagovych lytickych enzymu
(endolyzinti a spoluptisobicich holinil) se uplatiiuje na konci reprodukéniho cyklu faga, kdy se
fagové potomstvo uvoliiuje z hostitelské bunky. Tyto enzymy maji za nasledek rozsahlou
degradaci bunécné stény bakterii. Katalytickd doména lytickych enzym je tvofena jednou ze 4
typi hydrolaz peptidoglykanu:  endo-B-N-acetyl-glucosaminidazy a N-acetyl-muramidazy,
jejichz cilem jsou cukerné slozky peptidoglykanu; endopeptidazy, které $tépi peptidové vazby; a
N-acetylmuramyl-L-alanin-amidazy, kter¢ hydrolyzuji amidovou vazbu spojujici cukernou
slozku a peptid. Lytickd aktivita mnoha rekombinantnich bakteriofdgovych enzyma je
v soucasnosti studovana jako nova tfida antibakteridlnich latek. Lytické enzymy je mozné
klonovat v riznych bakterialnich klonovacich systémech, aniz by ptisobily na buiiku toxicky,
protoze v bufice neni pfitomen holin, diky kterému se Iyticky enzym dostava do
periplazmatického prostoru k bunécné sténé.

Ve cvi¢eni budeme pracovat s genem pro endolyzin faga 812F1 jehoz velikost je 855 bp a enzym
ma velikost 284 aminokyselin, tedy jeho hmotnost je 31,5 kDa. Aktivita enzymu bude ovéfena
také pomoci zymogramu, kdy se do gelu na SDS PAGE piiddva suspenze bunécnych sténa
bakterii S. aureus. Pokud je lyticky enzym aktivni, v mist¢ na gelu, které odpovida, jeho
molekulové hmotnosti se objevi lytickd zona na jinak mlé€né matném gelu.

1. Priprava kompetentnich bunék pro transformaci

Jako recipientnich kment pro klonovani cizorodé DNA se nejcastéji vyuziva kment E. coli, které
byly mutacemi a metodami genového inzenyrstvi upraveny tak, aby byly schopny s vysokou
ucinnosti pfijimat externi DNA (vétSinou plazmidovou), umoziovaly jeji replikaci a udrzovaly
jeji pavodni strukturu (tj. nezptisobovaly vystépovani naklonované DNA) a dovolovaly selekci
rekombinantnich plazmidi. Podrobna charakteristika téchto kmeni (zejména jejich genotyp)
byvé uvadéna v katalozich firem a praktickych ptiruckach.

Vlastni navozeni kompetence spo¢iva v pomnozeni bunck piislusného kmene E. coli v tekutém
zivném mediu (napf. LB bujonu) do exponencialni faze rlstu, pfevedeni bun€k do roztoku
CaClp, v némZ se bunky ponechaji nékolik hodin, béhem nichZ dojde k jejich vyhladovéni a
urcitym zménam v bunécné stén¢, umoznujicim prijmout externi DNA.

Takto pfipravené butniky lze pouzit bud’ bezprostiedng, nebo se prevedou do roztoku CaCly s
pfidavkem glycerolu, v némz je mozné bunky zamrazit na -70°C a pouzit pozdéji (takto
piipravené bunky lze uchovavat nékolik mésicti nebo 1 déle).

Organismy: Bakterialni kmen E. coli Topl10F, E. coli BL21 (DE3)



Material: LB bujon, sterilni roztok 0,05 M CaCly sterilni centrifuga¢ni zkumavky, denzitometr s
pfislusenstvim, chlazena centrifuga T23

Postup

1. 50 ml LB bujonu v Erlenmayerové bance naockujeme 2 ml bujonové kultury (18 hod/37°C) a
inkubujeme pii 37°C na tiepacce do hustoty suspenze ODgo = 0,3. (Kultivace cca 2 hod.)

2. Bunéénou kulturu vytemperujeme na 0°C v ledové vodni 14zni a centrifugujeme 10 min/3000
rpm pii 4°C. Od této chvile nesmi teplota piekrocit 4°C!

3. Sediment bunék resuspendujeme v poloviné objemu (25 ml) ledového roztoku CaCly a
ponechame v lednici piti 4°C pfes noc.

4. Bunky centrifugujeme jako v bod¢ 2) a sediment resuspendujeme v 5 ml (obecné v 1/10
vychoziho objemu kultury) roztoku CaCly.

5. Takto pfipravené kompetentni buiikky lze pouzivat piiblizné jeden tyden. Pro dlouhodobé
uchovavani se k bunécné suspenzi piida 1/10 objemu sterilniho glycerolu (4°C!) a suspenze se
zmrazi na -70°C.

2. Priprava plazmidového vektoru pET28 ke klonovani

Jednim z bézné pouzivanych expresnich vektord pro klonovani v E. coli je bakteridlni
plazmidovy vektor pET28 (viz obr.) jeho velikost je 5369 bp. Gen pro rezistenci ke kanamycinu
je vyuzivan pro selekci transformant.

Jako hostitelské kmeny pro tento plazmidovy vektor jsou pouzivany kmeny E. coli. Pro klonovaci
experimenty je nutné pouzit kmeni, které jsou schopny alfa-komplementace (tj. nesouci mutaci
lacZ M15), napt. E. coli Top10F, DH5a, JM83, IM101, NM522 aj.

K izolaci DNA vektoru je mozné pouzit nékolika metod, poskytujicich DNA o rizném mnozstvi
a Cistoté. Optimalni je pfipravit DNA purifikovanou pies kolonku (spin columns) s vyuzitim
nckterého komercniho kitu. Je mozné vSak vychazet i z preparatl, piipravenych nékterou z
mikrometod, pfi nichz se ziskd& DNA v mnozstvi n€kolika pg s dobrou citlivosti ke Stépeni
restrikénimi endonukledazami a uc¢inné spojovana ligazou.



Nastépeni vektoru restrikéni endonukleazou

Material: Eppendorfovy zkumavky, mikrocentrifuga, automatické pipety, Spicky, zafizeni pro
elektroforézu, transiluminator, restrikéni endonukledzy, Stépici pufry, sterilni destil. voda, TE
pufr, 70% a 100% etanol, QiaQuick PCR Purification Kit, purifikovand DNA vektoru pET28
restrik¢éni endonukledzy Ncol a BamHI.

Nejdiive stanovime orientacné koncentraci vektoru: 2 ul roztoku DNA zméfime na Nanodropu.

| Koncentrace izolovaného vektoru: | |

6 ng DNA vektoru pET28 nastépime v objemu 40 pl reakéni smési prislusnou dvojici RE (2
hod), abychom =zabranili znovuspojeni pfec¢nivajicich koncti. Postupujeme dle navodu
k restriktazam. Pokud jsou koncentrace nizké, vynechd se objem vody.

Ponechame si alespoil 10 pl nestépeného vektoru jako kontrolu

Reagencie MnozZstvi (pl)
Voda
Pufr
Vektor
Enzym
celkem 40 pl (objem restriktaz zanedbavame)

Defosforylace

1. Defosforylace je nutna pii pfipravé inzertni DNA restrikénim St€penim pouZzitim jednoho
enzymu, ale také zabranuje spojeni nedostépenych plazmida

2. K precisténé plazmidové DNA piidat 1/10 objemu 10x CIP pufru, alkalickou fosfatdzu (1U na
100 pmol (2ug linearizované plazmidové DNA o velikosti 5 kb obsahuje asi 1,4 pmol
5’koncovych fostatil)

3. Inkubace 30 min/37 °C
4. Smés po Stépeni a defosforylaci ulozime pti — 20 °C
5. Smés naneseme na 1,2 % preparativni agardzovy gel a Stépenou defosforylovanou DNA

extrahujeme z gelu prostiednictvim komercéni sady QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen).
Velikost plazmidu je 5369 bp.

| Koncentrace §tépeného vektoru: | |




3. Priprava inzertu

Jako cizorodou DNA lze pro klonovani v pET vektorech pouzit DNA z jakéhokoliv organismu za
pfedpokladu, ze je tato DNA nativni a lze ji §tépit n€kterou z restrikénich endonukleaz, jejiz
Stépné misto se nachazi v polylinkeru (velikost restrikénich fragmentti, které 1ze naklonovat, je
max. asi 10 kbp). DNA, kterd neni z&dnou z téchto RE §tépena, by bylo nutné nejdiive upravit
tak, aby jeji konce byly s nékterou z RE kompatibilni - napt. pfipojenim spojek, adaptoru nebo
modifikaci koncti prostiednictvim PCR.

K naklonovani Ize pouzit DNA, ktera byla stépena bud’ jednou RE, nebo dvéma rtiznymi RE - v
tomto ptipad¢ dojde k tzv. orientovanému zaclenéni restrikéniho fragmentu do vektoru, coz ma
fadu vyhod, napf. umoznuje restrikéni mapovani a sekvencovani z definovaného konce. Pouziti
DNA Sstépené dvéma enzymy zabraiuje jeji cirkularizaci a zvySuje pravdépodobnost vzniku
rekombinantnich plazmidu pfi ligaci vektorové a cizorodé DNA.

Material: DNA z polyvalentniho stafylokokového faga 812 F1.

- restrik¢éni endonukledzy Ncol a BamHI, §tépici pufry 10x konc., destil. voda

- primer EndoF1 NcoBam_low nesouci Ncol-misto (5’- TAAGCCATGGCTAAGACTCAAGCAGAA-
3’) a primer SH3upB nesouci BamHI-misto (5’- ATAGGATCCTTGAATACTCCCCAGG

3’), o koncentraci 10 pmol/ul, 10x konc. roztok dNTP, Taqg DNA-polymeraza a piislusny reakéni
pufr, 50 mM MgClh, - automatické pipety, Spicky, mikrozkumavky, mikrocentrifuga,
spektrofotometr, termocykler - zatizeni pro elektroforézu a vyhodnocovani gelt

Postup
1. Provedeme amplifikaci genu s primery, jejichz konce nesou rozpozndvaci sekvence pro

restrikéni endonukledzy Ncol a BamHI.

Reakeni smés:

Reagencie Objem v pl do 25 nl Do ul
Deionizovana voda 15,2
Pufr pro PCR 2,5
MgCl, 2,5
dNTP 2,5
Primery 2 x 0,05
Taq DNA polymeraza 0,2
Templatova DNA 2
Program:

Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykli
Pocatecni denaturace 94 300 1
Denaturace 94 60 29
Pfipojeni primert 50 90 29
ProdluZovani primert 72 90 29
Zavéretné prodluzovani primert 72 600 1




2. Provedeme purifikaci PCR-produktu (viz protokol QIAquick PCR Purification Kit) a vysledny
vzorek ovéfime na agar6zové gelové elektroforéze, soucasné zmétime koncentraci DNA.

| Koncentrace PCR produktu po pieti§téni: |

3. Provedeme Stépeni purifikovaného amplikonu restrikénimi endonukleazami Ncol a
BamHI:

V Eppendorf. zkumavce smichdme:

- 1-2 ng DNA (x pl roztoku DNA)

- doplnit ul H>O. Pokud jsou koncentrace nizké, vynecha se objem vody.
- 5 ul 10x konc. stépiciho pufru

- 5 jednotek restriktaz (asi 1 ul ).

Obsah zkumavky dobfe promichame a kratce zcentrifugujeme v mikrofuze. Inkubujeme 2
hod pfi teploté doporucené pro prislusné restriktdzy (piipadné ptes noc).

Reagencie: MnoZstvi (ul)
DNA
Voda
Pufr
Enzym
Celkem 50 (objem enzymu zanedbavame)

4. Zkumavku zahtejeme 5 minut na 56°C a nechdme zchladit na pokojovou teplotu
6. Rozstépenou DNA ulozime pii -20°C

7. Provedeme purifikaci PCR-produktu (viz protokol QIAquick PCR Purification Kit) a zméfime

koncentraci Stépen¢ho vektoru.

4. Ligace:

Nejsnadnéji se klonuji DNA-restrikéni fragmenty, ziskané $t€penim DNA dvéma riznymi RE.
Pokud se liguje DNA po Stépenim 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 zvysSit nastavenim
optimalniho poméru koncentraci vektorové a cizorodé DNA - tento pomér se méni v zavislosti na
velikosti vektoru a klonovaného restrikéniho fragmentu. VypocCet pro presné stanoveni
koncentraci obou DNA je uveden v fadé piirucek. Prakticky lze vyjit z poméru koncentraci
inzert:vektor 1:1, 3:1 a 5:1, kde je zna¢né pravdépodobnost, ze nékterd z téchto smési obsahuje
pomér 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. Ligacni pufr je
dodavan vyrobci jako 10x koncentrovany roztok (jeho slozkou je TRIS, DTT, BSA, ATP a
Mg++). Vlastni ligacni reakce ma teplotni optimum pii 37°C - pfi této teploté jsou vSak konce
nestabilni (s tendenci k denaturaci), proto se ligace obvykle provadi pii teplotach 16-25°C, kdy je
soudrznost konct vyssi.

Vysledek ligacni reakce je mozné demonstrovat elektroforeticky: po ligaci se vytvoii kromé
rekombinantnich plazmidovych molekul rovnéz vysokomolekuldrni frakce DNA, kterou lze na
gelu dobfe rozpoznat: je dikazem, ze enzym je aktivni. Materidl: DNA vektoru pET28 Stépena
RE, cizorodd DNA stépena RE, T4-DNA-ligaza, 10x ligacni pufr, mikrozkumavky, aut. pipety,
$picky, termostat na 16°C, mikrofuga

Koncentrace inzertu:

Koncentrace plazmidu:

Postup:

1. Ptipravime ligani smési obsahujici riizné poméry vektorové a cizorodé¢ DNA (1:1, 3:1, 5:1,
1:3 a 1:5). Jako kontrolu pouzijeme §t€peny plazmid, kdy objem inzertu nahradime vodou.
Kazda smés ma objem 10 pl a posléze se doplnuje pufrem do 20 pl:

- 100-500 ng vektorové DNA

- 100-500 ng cizorodé¢ DNA

- destil. sterilni vodu (ad 10 pl).

(Ptipadné dle navodu k ligaze)

ng vektoru = kb inzertu inzert
kb vektoru ~ vektor

ng Inzertu =

Vektor:Inzert Vektor pl Inzert pl H.0

1:1

1:3

1:5

1:0

0:1

2. Smés zahtfejeme 5 minut na 45°C - dojde k rozvolnéni koheznich koncti. Zchladime na 4°C.

3. Pfidame:

- 5 ul 2x Rapid ligation Buffer

- 1U T4-DNA-ligazy

Nebo dle navodu ptislusné ligdzy (Pufr mize mit jinou koncentraci).

4. Po promichani inkubujeme 15 minut (mtizeme 30 — 45 min.) pfi pokojové teploté.




5. Transformace kompetentnich bunék E. coli rekombinantni DNA

1. Do mikrozkumavky se napipetuje 200 pl kompetentnich bunék. (V ptipadé, zZe se pouzivaji
buitky zmrazené na -70°C, nechaji se pozvolna rozmrznout pti pokojové teplot¢.)

2. Zkumavka se umisti do ledové lazné.

3. Ptidd se DNA (5 pl liga¢ni smési smicha s TE pufrem do celkového objemu 10 pl, ktery se pak
ptida ke kompetentnim bunikam).

Ptidavame jednotliveé vSechny liga¢ni smési (5 smési), 10 pl TE pufru, 10 pl nestépeného
plazmidu fedéného TE pufrem, a celou procedurou nechame projit samotné kompetentni bunky.
4. Lehce se promicha a ponechd v ledové lazni 30 minut.

5. Builky se podrobi tepelnému Soku ponofenim zkumavky na 1 min do vodné 1azn¢ 42°C,nebo 3
min /37°C.

6. Zkumavka se prenese do ledové lazné a ptida se 1 ml LB bujonu.

7. Nasleduje inkubace 1 hod pii 37°C v tfepacim termostatu.

8. Buiiky se centrifuguji 5 min pti 1500 rpm (nebo 1 min pii 6000 rpm).

9. Supernatant se slije - vétSinou vSak zlistane ve zkumavce asi 100 pl supernatantu, ve kterém
1ze buiiky resuspendovat.

10. Suspenze se vyseje pomoci bakteriologické hokejky na agarové plotny (LB agar, obsahujici
Kanamycin (50 pg/ml)

Kanamycin
Zas. roztok 50 mg/ml (1000x)
Vysl. koncentrace 50 pg/ml

6. Izolace DNA rekombinantnich vektoru pEP28 (potencialnich klonu)
metodou lyze varem (Holmes a Quigley, 1981).

Postup:

1. Bilé kolonie pfeockujeme na misky LBA s kanamycinem, a ve form¢ dlouhych prouzkd.

2. Druhy den z néristu kultury na Petriho misce odebereme pératkem asi 1-2 mm?>a
resuspendujeme v 350 ul STET pufru v epp. zkumavce. Odbér kultury paratkem provedeme tak,

abychom neodebrali i ¢ast agaru.



3. Ptidame 25 pl (10 mg/ml), (5 pl o koncentraci 50 mg/ml, 50 ul zasobniho 5 mg/ml) roztoku
lysozymu a dobfe promichame (protfepeme).

4. Zkumavku umistime do lazné s vrouci vodou ptfesn¢ na 1 minutu.

5. Zkumavku pfeneseme do ledové vodni lazné.

6. Bakterialni lyzat zcentrifugujeme v mikrofuze 10 min. pfi max. ot. a pokojové teplot¢.

7. Sterilnim paratkem odebereme viskozni sediment

8. K supernatantu ptidame 40 pl 3M Nas-acetatu(pH 5,2) a 420 pl izopropanolu. Promichame
nékolikerym obracenim zkumavky. Zkumavku ponechame 10 min pii pokojové teplote.

9. Obsah centrifugujeme 15 minut v mikrofuze pii max. otackach a 4°C. Supernatant odebereme
pasterkou (pipetou) - je nutno odstranit veskerou tekutinu.

10. Pfidame 1 ml 70% etanolu, protfepeme a zcentrifugujeme 10 min v mikrofuze. Supernatant
odebereme, sediment oplachneme 100% etanolem (piipadn€ znovu zcentrifugujeme, jestlize se
sediment uvolnil) a nechame oschnout v obracené poloze pii pokojové teploté.

11. Sediment rozpustime v 50 ul (30 pl) TE pufru.

12. Vysledek izolace ovétime na elektroforéze (Posun na gelu oproti ptivodnimu nestépenému

plazmidu, elektroforéza na dlouhém gelu, aby doslo k odliSeni).

STET

0,1 M NaCl

10 mM Tris.CL, pH 8,0
1 mM EDTA, pH 8,0

5 % Triton X-100

8 % sachardza

7. Ovéreni pozitivnich klonu

1. Plazmidova DNA, u které 1ze predpokladat inzert, mize byt nafedéna a bude u ni provedena
PCR podle postupu z ptipravy inzertu (viz vyse).

2. Druhym zptisobem pro ovéfeni je §tépeni restriktazami Ncol a BamHI. Stépici smés se da
pfipravit dle postupu Stépeni plazmidu.

3. Posunem na gelu oproti ptivodnimu plazmidu (viz. bod 12, kapitoly 6.)



8. Transformace do expresnich bunék

1. K200 ul kompetentnich bun¢k pfidime 50 ng plazmidu s inzertem, ktery byl purifikovan
pomoci komer¢niho kitu.

9. Test citlivosti k rekombinantnimu endolyzinu

Piiprava suspenze usmrcenych bunék S. aureus

300 ml YT média s pridavkem 0,3 g glukozy a 1,5 mg thiaminchloridu naockujeme 10 ml
18-ti hodinové kultury indikatorového kmene S. aureus a kultivujeme 12 hodin pfi 37 °C za
intenzivniho tfepani. Bunky usmrtime autoklavovanim horkou parou 5 min. pii 100 °C.
Usmrcené buiky centrifugujeme 10 min pii 5000 rpm a roztfepeme v 6 ml SM pufru (obecné

1/50 ptvodniho objemu). Suspenzi zamrazime na -20 °C.

9.1. Ovéreni funkce endolyzinu funkénim testem na plotnach

1. Narostlé kolonie po transformaci bunék BL21(DE3) pterazitkujeme nebo pieockujeme
v formé kratkych carek na plotny s LB agarem s obsahem kanamycinu (50 pg/ml) a IPTG (1
mM) nezbytného pro indukci T7 RNA-polymerazy.

2. Repliky ploten inkubujeme 6 az 18 hodin pii teploté 37 °C.

3. Bunéénou sténu a membranu E. coli rozruSime chloroformem, pracujeme v digestofi. Po
naliti chloroformu na kousek buniCit¢ vaty polozime vatu na sklenénou podlozku a
piiklopime miskou dnem vzhtru (plastova miska nebo agar se nesmi dotykat bunicité vaty).
Pary chloroformu nechame ptisobit 15 az 20 min. Po této dob¢ by se m¢l z rozruSenych bunék
E. coli uvolnit exprimovany endolyzin.

4. Kolonie (Carky) ptelijeme 3 ml 0,4 % mékkého vodniho agaru s 200 — 250 pl suspenze
autokldvovanim usmrcenych bunék S. aureus. Vodni agar by nemél byt piiliS zakaleny
buiikami, aby byly lytické zony rozpoznatelné.

5. Endolyzin se ponecha difundovat a pisobit 60 — 120 min pii 30 °C. Po této inkubaci byly

kolem pozitivnich klont E. coli patrné projasnéné lytické zony.



9.2. Zymogram:

Priprava vzorku:

. Buiky se zaockuji do 20 ml tekutého LB bujonu s kanamycinem (50 pg/ml) a nechaji se rtst
do ODg00=0,5

. Do média se ptida IPTG do finalni koncentrace 0,4 mM

Po 3 — 4 hodinové expresi se buiiky stoc¢i (4000 otacek/10min) a resuspenduji se v 0,8 ml SM
pufru

. Bunky se sonikuji na ledu 30 minut (Medium level 1 min. sonikace, 2 minuty pauza).

. Po sonikaci se buiiky sto¢i (4000 otacek/10min) a odd€li se supernatant od peletu.

Supernatant i rozpustény pelet se pouZije na piipravu vorku pro SDS PAGE.

Zymogram

1. Pfipravime gel pro SDS PAGE (viz. tabulky). Mezi skla aparatury nejdiive nalijeme
separacni 15% gel a po jeho utuhnuti nalijeme 5% zaostifovaci gel.

2. Paralelné ptipravime gel bez ptidavku bunécnych stén

3. Pro naneseni vzorki pouzijeme 4x koncentrovany SDS nanaseci pufr (mtize byt 1 5x nebo
6x koncentrovany), (200 mM Tris-Cl pH 6,8, 400 mM DTT, 8% SDS, 0,4%
Bromfenolova modft, 35% glycerol). Ptipravime 40 pl vzorku, nechdme 10 minut zahtat na
95 °C. Vzorek naneseme na gel.

4. Pro elektroforézu se pouzije Tris-glycinovy elektroforeticky pufr (25 mM Tris-Cl pH 8,3,
192 mM glycin, 0,1% SDS) pii proudu 25 mA.

5. Gely po elektroforéze proplachneme po 10 deseti minutach 3x v destilované vode.

6. Gel bez pridani bunécnych stén obarvime a gel s bunéénymi sténami zalijeme

renaturaénim pufrem (100 mM Tris pH 7,5; Triton X-100 — 0,1%)



Slozeni 15% separac¢niho gelu pro zymogram

Reagencie Mnozstvi Slozeni

H,O 2ml

Resolving buffer 2,3 ml|36,3g Tris.Cl; 200 ml H,O; pH 8,8 (upraveno HCI)

4x

Akrylamid 30% 4 5 ml{100 ml H.0; 29,2 g akrylamid;
0,8 g N,N-metylenbisakrylamid

SDS 10% 90 ul|Dodecylsulfat sodny

APS 10% 90 ul|Persulfat amonny

Bunky S. aureus 100 pl|Buniky S. aureus SA812 usmrcené
autoklavovanim

TEMED 7 ul{N,N N N -tetramethylendiamin

Slozeni 5% zaostiovaciho gelu pro zymogram

Reagencie Mnozstvi Slozeni
H-0 2ml
Stacking buffer 4x 1 ml| 3g Tris.Cl; 50 ml H,O; pH 6,8 (upraveno HCI)
Akrylamid 30% 540 ul| 100 ml H20; 29,2 g akrylamid;
0.8 g N,N-metylenbisakrylamid
SDS 10% 40 ul| Dodecylsulfat sodny
APS 10% 80 ul| Persulfat amonny
TEMED 5 pIN,N,N,N -tetramethylendiamin

Slozka bunéénych stén mlze byt variabilni 100 — 200 pl. Tabulky na slozeni vice gelii jsou

k dispozici v laboratofi.



Schéma postupu:

1. Priprava inzertu
PCR, ovéfeni na gelu,
piecisténi

Izolace
stanoveni koncentrace

2. Priprava vektoru
vektoru,

3. Priprava
kompetentnich buinek

A 4

A 4

A 4

Stépeni inzertu,
piecisténi, stanoveni
koncentrace

Stépeni vektoru,
defosforylace, vyfezani
z gelu, stanoveni koncentrace

E. coli BL21 (DE3)
E. coli Top10F
zamrazit -80 °C

A 4

A 4

Ligace inzert + vektor

\ 4

Transformace do bun€k
E. coli Top 10F

l

Izolace plazmidu

s potvrzenym inzertem

Ovéteni zaclenéni izertu
izolace lyzi varem a
elektroforéza (nebo PCR)

A 4

A 4

Transformace do

E. coli BL21 (DE3)

bunék

exprese v tekutém médiu,
SDS PAGE, Zymogram

\4

Funk¢ni test na miskach

a ptiprava bunécnych stén

naliti SDS geld, zymogramil
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