Izolace restrikcnich endonukleaz
Z bakterialnich bunek

* Priprava hrubého extraktu proteinu z
produkcniho bakterialniho kmene
— Kultivace bakterialnich bunek
— Shromazdéni, promyti a stanoveni vynosu
— Lyze bunek sonikaci
— Céstedna purifikace hrubého lyzatu
— Prukaz enzymatické aktivity



Poznamky k postupu

* Prace s velkym objemem potencialné
patogenniho organismu Staphylococcus aureus
— Bunky centrifugujeme v rotoru 6x 500 ml
— Stanoveni vytéZku bunék
— Promyti v promyvacim roztoku
* Priprava protoplastu, buniky nesmi lyzovat uplné
— Mnozstvi lyzostafinu pro lyzi bunék davkujeme 15 ul na
1 g bunék (koncentrace lyzostafinu 500 ug/ml)
— Inkubace na trepaci lazni 37 C, vizualni kontrola

— Prevod do sonikacniho pufru (prace s
merkaptoetanolem — v digestori)

— Béhem nasledujici izolace nesmi teplota prekrocit 10°C



Poznamky k postupu

Lyze bunek sonikaci

— pri sonikaci chladime v ledove lazni

— Sonikace, dodrzujeme bezpecnostni predpisy
Odstranéni zbytku bunék ultracentrifugaci

— ultracentrifugacni kyvety 10 ml nutno vyvazit na
predvazkach s presnosti na 0,01 g

Vysrazeni DNA streptomycinem
— provadime ve sterilni kadince
— precipitat odstranime ultracentrifugaci

Dialyza a skladovani extraktu
Overeni aktivity



Princip stanoveni aktivity
izolovanych restriktaz

DNA faga 3A neni stépena restriktazou
Sau3Al

DNA faga 96 neni stepena restriktazou
Sau9ol

Jiné fagove a bakterialni DNA jsou
stepeny obema restriktazami
Vybirame optimalni reakcni pufr:

A, M, MULTIlcore



Vysledky v protokolu

Stanoveni vytézku bunék

|lzolovany hruby extrakt rozplneny do
alikvotu

Gel se stepenymi fagovymi DNA
Stanoveni optimalniho reakcniho pufru



Modifikace koncu DNA a klonovani
produktu PCR

- Uloha demonstruijici izolaci uréitého genu z
neznameého genomu s vyuzitim
degenerovanych primeru nesoucich

restrikCni mista

— Priprava vektoru pBluescript
izolace plazmidu — Stépeni dvojici RE (EcoRIl a BamHI) —
izolace linearizovaného vektoru z gelu — elektroforéza —
stanoveni koncentrace DNA

— Priprava inzertu
PCR — Stépeni dvojici RE (EcoRIl a BamHI) — purifikace —
elektroforéza— stanoveni koncentrace DNA

— Ligace a transformace
— Skrining klond pomoci PCR nebo lyzi varem



Obecne poznamky k postupu

Priprava materialu:
— Kompetentni bunky
— Nestepena purifikovana DNA vektoru

K zabranéni znovuspojeni koncu plazmidu
stepime dvojici restriktaz

V prubéhu experimentu zarazujeme vhodné
kontroly

Praci s GMO evidujeme dle predpisu



Poznamky k postupu klonovani

 PCR a stépeni inzertu a vektoru restriktazami

— Priprava dostatecneho objemu reakCni smesi
4 x 25 pl

— Pred stépenim RE produkt nutno purifikovat

— Vyber vhodneho pufru spolecneho pro obé restriktazy

— Purifikaci po stepeni RE provadime soucasné s
nastepenym vektorem

— Nenastepeny vektror eliminujeme izolaci
linearizovaneho vektoru z gelu z LMT agarozy



Poznamky k ligaci

* Volba pomeru inzertu a vektoru

ng vektoru x kb velikost inzertu o y inzert
kb velikost vektoru X molarni pomer vektor

= ng inzertu

* V pripade, ze nezname koncentraci:

Inzert
vektor 1:3 1:1 3:1

1:5 5:1
* Pouzivame rychly ligacni pufr s 10% PEG



Poznamky k transformaci

» Z kazde ligacni smesi provadime tri
transformace (1, 3 a 5 pl ligaCni smesi)
« Médium pro vysev:
LBA obsahujici 100 pg/ml ampicilinu,
40 pg/ml Xgala 0.1 mM IPTG

. Zésgbm’ roztoky: Ampicilin 100 mg/ml, Xgal 40 mg/ml, 0,1 M
IPT

« Kontroly:

— Prazdny vektor = overeni frekvence transformace

— Linearizovany vektor = overeni, ze nedochazi k
cirkularizaci bez inzertu

— Bez DNA = obéreni, ze kompetentni bunky jsou citlive
K ampicilinu
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Skrining rekombinantnich vektoru

. Preockovani kolonii ve forme dlouhych

carek na misky
|zolace plazmidu

Elektroforéza

yzi varem

Stépeni DNA dvojici restriktaz

Oveéreni inzertu sekvencovanim



Vysledky v protokolu

Kontrolni gely s inzertem a vektorem pred
a po stepeni

Vysledky stanoveni koncentrace inzertu a
vektrou

Vypocet slozeni ligacni smesi

Pocty kolonii — modrobily test

Gel s rekombinantnimi vektroy

Sekvence inzertu

Zamrazeni fradné oznacenych klonu



Klonovani a exprese fagového

lytického enzymu

» Uloha demonstrujici expresni klonovani a
funkcni test pripraveneho enzymu

Navrh sekvence primeru pro amplifikaci genu pro ucely
klonovani v transkripcnim fuznim vektoru

Priprava vektoru pSP72

izolace plazmidu — Stepeni dvojici RE — defosforylace —
izolace linearizovaného vektoru z gelu — elektroforéza —
stanoveni koncentrace DNA

Priprava inzertu
vystepeni dvojici RE z pBluescript — izolace inzertu z gelu —
elektroforéza— stanoveni koncentrace DNA

Ligace a transformace
Preockovani klonu na médium pro expresi a funkéni test
Zymogram



Obecne poznamky k postupu

K dispozici budou:

— Pripravené kompetentni bunky DE3

— purifikovana DNA vektoru pSP72

— Purifikovana DNA pBluescript s inzertem (endolyzin)
— Usmrcené autoklavované bunky S. aureus

K zabranéni znovuspojeni koncu plazmidu
stepime dvojici restriktaz a defosforylujeme

Vektor neumoznuje provest modrobily test

V prubehu experimentu zarazujeme vhodné
kontroly, vektor i inzert izolujeme z gelu

Postup ligace — viz predchozi experiment

Selektivnhi medium po transformaci obsahuje
pouze ampicilin



Vysledky v protokolu

Kontrolni gely s inzertem a vektorem pred
a po stepeni

Vysledky stanoveni koncentrace inzertu a
vektrou

Vypocet slozeni ligacni smesi

Srovnani poctu kolonii po ligaci: samotny
pSP72, pSP72 + inzert

Gel s rekombinantnimi vektroy
Fotografie misky s funkCnim testem
Zamrazeni fradné oznacenych klonu



Metody prenosu DNA do bunek

Elektroporace dvou typu plasmidu do
Staphylococcus aureus

Priprava kompetentnich bunek

Stanoveni minimalni inhibiCni koncentrace
antibiotik

Priprava selekcnich médii

|zolace plasmidu z transformant

Ovéreni plasmidu pomoci PCR



Vysledky v protokolu

Srovnani frekvence transformace obou
plasmidu

Vysledky MIC

Srovnani dvou postupu pripravy
kompetentnich bunek

Foto gelu



