BIOINFORMATIKA V PRAXI — CVICENI 6

KLONOVANI A RESTRIKCNI STEPENI

STUDIJNI MATERIALY
Molekularné biologicke pozadi problematiky je obsaZzeno v knize Metody molekularni
biologie (Smarda J., Doskat J., Panticek R., Rizickova V., Koptikova J.) 2005.

VEKTOR V MOLEKULARNI BIOLOGII
Pod pojmem vektor rozumime v molekularni biologii molekulu DNA, ktera slouzi k vloZeni
useku DNA (genu) a jeho pfenos do cilového organismu (bakterie, bunécné kultury). Typicky
se jedna o plasmidy. V soucasnosti je mozno zakoupit §iroké spektrum plasmidti od riznych
dodavateld. Lisi se velikosti, pouZitim i cenou.

UKOL 1

Na strankach firem NEB (www.neb.com), Takara (www.takara-bio.com/research.htm), Life
technologies (www.lifetechnologies.com), Merck-Millipore (www.merckmillipore.cz)
naleznéte nabidku plasmida (vektort).

STRUKTURA PLASMIDU

Plasmidy pouzivané v laboratotfich jsou obvykle vice ¢i méné uméle upraveny tak, aby
maximalné spliiovaly svou funkci. K tomu je nezbytna pfitomnost uritych usekli. Mezi
zékladni patfi selekcni marker (obvykle gen pro rezistenci na antibiotikum) a mnohocetné
klonovaci misto (multiple cloning site).

UKOL 2
Naleznéte informace o nasledujicich plasmidech. Jaka je velikost téchto plasmidii a pro které
antibiotikum nesou tyto plasmidy resistenci?

Plasmid Velikost [bp] Rezistence

pET-41a (Merck-Millipore)

pKLACI (NEB)

pTWIN-MBP (NEB)

pRSET A (Life technologies)

RESTRIKCNI STEPENI

Skupina endonukleas, kterd specificky rozpoznavd tzv. palindromatické sekvence, je
oznacovana jako restrikéni endonukleasy (restriktasy). Mnohé informace k nim 1ze nalézt na
strankdch dodavatelli téchto enzymt, napt. New England Biolabs (http://www.neb.com).

UKOL 3
Vytvareji nasledujici restriktasy tzv. kohezni konce? Pokud ano, jaké.

Bmtl
Dral




Kasl
Rsal
Tsp5091

UKOL 4

Nekteré restriktasy rozpoznavaji tytéz palindromatické sekvence, avsak Stépi je v odlisném
misté (jednd se o tzv. isoschizomery). Naleznéte alesponn dvé dvojice takovych restriktas a
uved'te, kde a jak $tépi DNA.

UKOL 5

Ur¢ité restriktasy rozpoznavaji rizné palindromatické sekvence, avSak vytvareji tytéz previslé
konce. K nasledujicim restriktasdm dopliite vzdy alespoil jednu dalsi, ktera vytvari vzdjemné
kompatibilni pfevislé konce a pfitom rozpoznava jiny palindrom.

Eagl
Pstl
Spel

MULTIPLE CLONING SITE

MCS je z praktického hlediska nejzajimavéjsi ¢asti plasmidu. Jedna se o tsek, v nemz se
nachazi presn¢ definované palindromy, které jsou rozpozndvany piisluSnymi restrikénimi
enzymy.

UKOL 7

Ke komer¢né¢ dodavanym plasmidiim lze nalézt zékladni informace, véetné¢ sekvence MCS.
Vyhledejte tuto sekvenci pro nasledujici plasmidy a zjistéte, pro které restrikéni enzymy jsou
zde vhodné palindromy.

Plasmid: pPBAD/His A (Life technologies)
Restrikéni mista v MCS:

Plasmid: pKLMF-EK (NEB)
Restrik¢éni mista v MCS:

Plasmid : pETBIlue-1 (Merck - Millipore)
Restrikéni mista v MCS:

RESTRIKCNI MAPA



Zanesenim restrikénich mist do graficky zndzornéné sekvence DNA (plasmidu) vznika
restrikéni mapa. Z praktického hlediska je Casto nutné zjistit, ktera z restriktas $tépi plasmid
pravé jednou, ktera vicekrat a ktera viibec. K tomuto ucelu Ize pouZzit online programy,
naptiklad NEBcutter (http://nc2.neb.com/NEBcutter2/).

UKOL 8
Detekujte restrikéni mista v sekvenci plasmidu pET-40b. Uved’te restriktasy, které stépi dany
plasmid prave Sestkrat. Kolik z nich je komeréné dostupnych?

SOUCASNE STEPENT DVEMA RESTRIKTASAMI

Pro ucely klonovani do vektoru (vlozeni genu do plasmidu) je obvykle tfeba Stépit DNA
dvéma restriktasami. S ohledem na prostiedi, které tyto enzymy vyzaduji pro optimalni
aktivitu, je mozné provést toto Stépeni v jednom kroku, nebo $tépit sekvencné.

UKOL 9
Zjistéte aktivitu (v procentech maximalni aktivity) nasledujicich restriktas v uvedenych
komer¢nich pufrech.

Enzym Pufr Aktivita [%]
Agel NEB buffer 3.1

Hpal NEB buffer 2.1

Tsel NEB buffer 1.1

Banll TaKaRa buffer M

Nael TaKaRa buffer H

UKOL 10

Posud'te, zda je v ptipad¢€ nasledujicich dvojic vhodné/nutné provést sekvencni Stépeni — t;.
Stépeni DNA jednou restriktasou, prevedeni do jiného pufru a nasledné Stépeni druhou
restriktasou. Vychazejte z predpokladu, ze pokud neexistuje pufr, v némz by oba enzymy
mély alespont 60% maximalni aktivity, je vhodnéj$i zvolit sekvencni Stépeni. Vychazejte
z informaci na serverech firem NEB a TaKaRa.

Enzym 1 Enzym 2 Sekvencéni Stépeni
Ascl Xceml

BamHI Pstl

Notl Sspl

VOLITELNY UKOL 11

Je mozZzno v laboratofi nahradit pro St€peni enzymem Haelll pufr 2.1 (NEB) pufrem K
(Takara) pti zachovani alespoit 80% ucinnosti enzymu? Existuje jiny pufr, v némZz by bylo
mozno reakci provést pii stejném naroku na u¢innost? Informace naleznete na strankach firem
New England Biolabs (http://www.neb.com) a Takara (www.takara-bio.com/research.htm).




UMELE VLOZENI RESTRIKCNIHO MiSTA DO SEKVENCE
V praxi se Casto setkavame s potfebou vytvofit v uréitém misté genové sekvence (typicky na
zacatku a konci genu nebo nékteré jeho casti). V takovém ptipadé Casto navrhujeme primery,
které dany tsek ohraniCuji a pfitom koduji i restrikéni misto. Tyto primery pak nemaji
sekvenci zcela totoznou se sekvenci DNA na kterou nasedaji. Vznikly PCR produkt vsak
obsahuje konkrétni restrikéni mista, ktera potiebujeme pro dalsi praci.

SAMOSTATNY PROJEKT
U vaseho genu vypracujte restrikéni mapu. Pfipojte rovnéz seznam restrik¢nich enzymt, které
va§ gen nestépi.



