1. uloha. Izolace restrikénich endonukleaz z bakterialnich bunék

Restrikéni endonukledzy (RE) jsou soucésti restrikéné modifika¢nich systémt tady
bakteridlnich druhti. Jednou z jejich funkci je degradace cizorodé DNA. Izolace RE z
bakterialnich bunék je pomérné jednoducha a obecné ji 1ze rozdélit do néasledujicich krokt:

1. Kultivace bakteridlnich bunék. Baktérie se pomnozi v tekutém Zzivném mediu do
exponencialni az pozdné exponencidlni faze ristu (ristové podminky - tj. slozeni zivného
media a teplota - se zvoli podle konkrétniho organismu).

2. Shromézdéni bunék. Bunky se zcentrifuguji pfi nizkych otdkach a promyji vhodnym
pufrem.

3. Lyza bunék. Buiiky se zlyzuji pomoci enzymt (n¢kdy jen ¢astecné nalyzuji) a rozbiji. K
lyzi bun€k se nepouzivaji detergenty (denaturace proteinll). K rozbiti bunck se pouziva
n¢kolika zpasob, z nichz nejcastéjsi jsou:

- osmoticky Sok

- drceni bunék (balotina, sklenény prasek, oxid hlinity aj.)

- sonikace (pfedstavuje univerzalni a nejpouzivanéjsi zpisob rozbiti buné€k)

4. Precisténi lyzatu. Lyzat se zbavi zbytkli bunéénych stén a ribozémul centrifugaci pii
vysokych otackach.

5. Odstranéni nukleovych kyselin (pied odstranénim jsou NK substratem fady nespecificky
pusobicich nukledz a vedou ke zvySeni relativniho podilu RE). NK se odstranuji
vysrazovanim se streptomycinsulfaitem nebo polyetyléniminem. Vznikly precipitat se
odstrani centrifugaci. Zbytky streptomycinsulfatu a nizkomolekularni latky se odstrani
dialyzou, pifipadné¢ promytim lyzatu na chromatografické koloné (napt. heparin-agardze).
Takto l1ze RE rovnéz zakoncentrovat.

7. Uchovavéni extraktl. RE Ize skladovat bud’ bez purifikace a zakoncentrovani pii 4°C (jako
tzv. hruby lyzat), nebo po procisténi a zakoncentrovani ve vhodném pufru s 50% glycerolem
pti -20°C.

Poznamky k izolaci:

1. Béhem izolace nesmi teplota prekrocit 10°C (inaktivace RE!)

2. Sonikaéni roztok obsahuje merkaptoetanol, ktery je zdravi skodlivy!

3. Je vhodné k praci pouzit sterilni material; kontaminace mikroorganismy muze vést k
degradaci RE.

4. Pti préci s ultrazvukem je tieba dodrzovat bezpe¢nostni predpisy.



Izolace restrikénich endonukleaz Sau3Al a Sau96 z bunék S. aureus

Organismy: Bakterialni kmen Staphylococcus aureus PS 3A a S. aureus PS96.

Fag 3A, 96, lambda (nebo jejich DNA).

Material: Zivny bujon (500 ml), promyvaci pufr (0,05 M TRIS.Cl, 0,015 M Nascitrat, pH
7,4), lyzostafin (200 U/ml), sonika¢ni pufr (0,01 M TRIS.CI, 0,01 M 2-merkaptoetanol),
streptomycinsulfat (10% zas. roztok v sonikacnim pufru), dialyza¢ni hadice, agar6za, TAE
elektroforeticky pufr, nanaseci barvivo pro elektroforézu.

Ptistroje: termostat, centrifuga T23, ultracentrifuga UP65, ultrazvukovy sonikator, zafizeni
pro elektroforézu, transiluminator.

Postup

1. 500 ml bujonu naockujeme 25 ml 18h/37 °C bujonové kultury piislusného bakterialniho
kmene a nechame inkubovat ptes noc pii 37 °C.

2. Buiiky zcentrifugujeme v centrifuze T23 pii 6000 ot/min pii 4°C, 10 min. Sediment bunék
zvazime (ofekavand hmotnost 2-3 g, minimalni pozadovana hmotnost 1,5 g).

3. Sediment promyjeme promyvacim pufrem (1x) a zcentrigujeme jako v bod¢ 2) a
resuspendujeme v 10 ml promyvaciho roztoku.

4. Ptidame roztok lyzostafinu do vysledné koncentrace SU/ml a inkubujeme 15 min pti 37 °C
za obCasného promichéani. Nesmi dojit k uplné lyzi - kontrolujeme vizualné.

5. Buiiky zcentrifugujeme 10 min pii 5000 ot/min a 4 °C a sediment resuspendujeme v 10 ml
sonika¢niho pufru.

6. Bunécnou suspenzi vychladime v ledové vodni lazni (5 min) a buiiky rozbijeme
ultrazvukem (10x 30-sekundovych intervalii - pribézné chladime tak, aby teplota
nepiekrocila 10 °C!)

7. Bunécné zbytky a ribozomy odstranime centrifugaci 1 hod pti 35 000 ot/min , 4 °C v
centrifuze UP65 (rotor 8x11 ml).

8. K supernatantu ptidame roztok streptomycinsulfatu do dné koncentrace 1% a
ponechame 1 hod pii 4 °C. SraZeninu zcentrifugujeme 10 min pii 30 000 ot/min, 4 °C na
centrifuze UP65 (rotor 8x 11 ml).

9. Supernatant pteneseme do pfipravené dialyza¢ni hadice (vafit 10 min. v roztoku uhli¢itanu
sodného a potom 2x v destilované vod¢) a dialyzujeme proti sonika¢nimu pufru pies noc
(4°C, 3x 500 ml pufru).

10. Jemny precipitat odstranime centrifugaci (50000t/10 min, 4°C) a supernatant pfeneseme
do sterilni zkumavky a rozdélime do n¢kolika alikvotnich ¢asti. Takto pfipraveny hruby
extrakt uchovavame pii 4°C (zlstava aktivni po dobu nejméné 1 roku).

11. Stanovime aktivitu restrikénich enzym pfitomnych v hrubém extraktu.


Pantucek
Lístek s poznámkou
Jouan BR4i, 4500 rpm, 15 min, rotor 6×50 ml

Pantucek
Lístek s poznámkou
Jouan BR4i, 25 000 ×g, 1 hod, 4 °C, rotor 10×10 ml

Pantucek
Lístek s poznámkou
Jouan BR4i, 25 000 ×g, 15 min, 4 °C, rotor 10×10 ml


Stanoveni aktivity restrikénich endonukledaz Sau3Al a Sau96

Restrikéni endonukledzy Sau3 A a Sau96l stépi DNA faga lambda a rovnéz DNA
stafylokokovych bakteriofagt, které byly propagovany na kmenech S. aureus nesoucich
restrikéné modifika¢nimi (RM) systémy odlisné od RM systému pfitomnych v kmenech
PS3A a PS96. Této skuteCnosti Ize vyuzit k ditkazu endonukleolytické aktivity enzymi
ptitomnych v hrubych extraktech pfipravenych v tloze €. 1.

Materidl: Hrubé extrakty pfipravené v tuloze ¢. 1, DNA faga lambda (I mg/ml), DNA
stafylokokovych fagh 3A, 96 a 71 (konc. 200-500 pg/ml), 50% konc. TAE elektroforeticky
pufr, agardza, $tépici pufr 10x koncentr., 6x konc. nandseci barvivo,

Ptistroje a zafizeni: mikrocentrifuga, termostat, Eppendorfovy zkumavky, automatické pipety
a Spicky, zafizeni pro elektroforézu, transiluminator, fotoaparat.

Postup

1. Do Eppendorfovy zkumavky napipetujeme:

- 10 pl sterilni destil. vody

- 5 pl roztoku DNA faga (lambda, ptipadné nékterého ze stafylokokovych fagh) (asi 1 pg)
- 3 ul hrubého extraktu izolovanych RE

- 2 pl 10% konc. $t€piciho pufru (aktivitu ovéfujeme v pufrech A, M a MULTI-CORE)
Soucasné¢ zalozime reakéni smés, v niz je hruby extrakt nahrazen destil. vodou

2. Smés dobte promichdme pipetou a zcentrifugujeme 1 min.

3. Inkubujeme 2 hod piti 37 °C.

4. Zahtejeme 5 min pii 56 °C a nechdme pomalu ochladit na pokojovou teplotu
5. Pfidame 3 ml nanaseciho barviva a dobie promichame pipetou

6. 20 ml roztoku naneseme na 0,7 % agarozovy gel a provedeme elektroforetické rozdéleni
(3-4 hod pti 40 mA)

7. Gel pteneseme do barvici 1azn€ (TAE pufr obsahujici 1 mg etidiumbromidu/ml) a nechame
barvit 0,5 hod.

8. Gel oplachneme destil. vodou (5 min) a pozorujeme pod UV svétlem. Potfidime
fotograficky zdznam.

Poznamky:
1. Etidiumbromid je mutagen - pracujeme v rukavicich a na vyhrazeném misté.
2. Pti praci s UV svétlem chranime oci a pokozku





