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ULOHA €. 1. Klonovani genu pro endolyzin bakteriofaga 812F1 ze Staphylococcus
aureus —seznameni s expresnim vektorem pET28a(+) — navrh konstruktu pro

expresi endolyzinu

Cilem ulohy je seznamit se podrobné s expresnim vektorem pET28a(+) a navrhnout konstrukt pro
expresi genu pro fagovy endolyzin faga 812F1. V praktické casti pak bude provedeno klonovani
genu pro endolyzin a dva rtizné funkéni testy aktivity rekombinantniho proteinu.

Vektory rady pET

Vektory s oznacenim pET byly vyvinuty pro klonovani a expresi rekombinantnich proteint v Escherichia
coli. Geny zajmu jsou exprimovany v plazmidech pET pod silnym promotorem bakteriofaga T7. Exprese
je Ffizena T7 RNA polymerdzou, ktera je kddovdna hostitelskou bunkou. T7 RNA polymeraza se
vyznacuje vysokou selektivitou a aktivitou, cilovy gen je exprimovan s vysokou efektivitou. PoZzadovany
produkt klonovaného genu muzZe tvofit vice nez 50% celkového bunécného proteinu po nékolika
hodinach indukce. Dalsi dalezZita vlastnost pET systému je jeho nulova bazalni exprese, nedochazi k
expresi klonovaného genu bez pritomnosti induktoru. V prvni fazi klonovani se vyuZzivaji hostitelské
bunky bez genu pro T7 RNA polymerazu, ¢imz se eliminuje nestabilita plazmidu zpUsobena produkci
potencidlné toxickych proteind pro hostitelskou buriku. Nejprve je upraveny vektor pfenesen do
neexpresnich bunék E. coli (napt. E. coli Top10F’). V druhém kroku je vektor transformaci prenesen do
expresnich hostitelskych bunék (napf. E. coli BL 21) obsahujicich gen pro T7 RNA polymerazu pod
kontrolou lacUV5 a exprese je indukovana pfidanim IPTG do kultivaéniho média.

U vektorl pET jsou k dispozici dva typy promotor(i T7 a nékolik hostitelskych kmen, které se lisi v tom,
jak prisné potlacuji hladiny bazalni exprese, coz poskytuje velkou flexibilitu a optimalizuje expresi
Siroké skaly cilovych gen.

Vektor pET28a(+) je vhodny pro expresi proteind s 6xHis-tag na N- nebo C-konci (Obr. 1A). Takto
upraveny konstrukt umoziuje efektivni purifikaci exprimovaného proteinu. Jedna se o 5369 bp velky
vektor s dvéma pocatky replikace — fagovy pocatek replikace (f1 ori, pozice: 4903-5358), plazmidovy
pocatek replikace odvozeny od vysoko-kopiovych plazmid( ColE1/pBR322 (ori, pozice: 3285-3873).

Oblast pro klonovani (Obr. 1B) se nachazi za (kdédujici je komplementarni fetézec) transkripénim
terminatorem T7 (pozice: 26-73); obsahuje kromé fady restrikénich mist tyto sekvence:

- dvakrat 6xHis-tag (pozice: 140-157; 270-287) — znaceni proteinu na N nebo C konci

- T7 tag (pozice: 207-239) — peptid o 11 AMK, vedouci sekvence z genu pro major capsid protein
z bakteriofaga T7; pouzivd se jako znacka v expresnich vektorech, vyuZivaji se protilatky
specifické pro T7 tag, které umoznuji studium exprese rekombinantnich protein( (analog
6xHis-tag)

- Trombin site (pozice: 243-260) — restrikéni misto pro trombin, rozstépeni rekombinantniho
proteinu, odstranéni znacek (T7 tag, 6xHis-tag)

- start kodon ATG jehoZ soucasti je restrikéni misto pro Ncol (pozice: 297-296)

- RBS (pozice: 307-312)

- lac operator (pozice: 343-367) — vazba lac represoru, inhibice transkripce v E. coli

- T7 promotor (pozice: 368-386) — silny promotor faga T7

- Dalsi geny na vektoru: promotor lacl a represor lacl (pozice: 773-1855), gen rop — kontrola
poctu kopii plazmidl v burice, gen pro rezistenci ke kanamicinu kanR — selekéni marker
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Obr. 1: Expresni vektor pET28a(+), A. mapa expresniho vektoru pET28a(+)

T7 promoter primer #69348-3
pET upstream primer #59214-3 »
L Bdlll __T7promoter lac operator Xbal rbs
ACATCTCEATCC G GAAATTAATACGACTCACTATACCGCAATTGTEAGC GEATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACT TTAAGAAGGAGA
Neol His*Tag Ndel Nhel T7-Tag

TATACCATEGGCAGCAGLCATCATCATCATCATCACAGCAGEGGCCTEGTGLCGCGLGGCAGCCATATGGCTAGCATCGACTRLGTGEACAGLAA
MetGlySerSerHisHisHisHisHisHisSer3erGlyLeuValProArgGlySerHisMetAlaSerMetThrGlyGlyGInGIn
Eag| "thrombin
BamH| EcoR| Sacl _Sall HindIll _ Notl  Xhol His-Tag
ATGGEGTCELCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGECCECACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACARAGCCE pET-28al |
HetGlyArgllySerGluPheGluleuArghrglindlaCysGlyvArgThrArgdlaProProProProProlevhArgSerGl yCysEnd

LGGTCGGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCEGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCEGCTGCTAACARAGCLE pET-28k |+ |
.GlyArghspProAsnSerSerSerVol AsplysleuAladlafloLleuBGluHisHisHisHisHisHisEnd

GGTCGGATCCGAATTCGAGCTCCETCGACAAGC TTGCGELCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGELTGC TAACAAAGCCL pET-28c (=]
GlyArglleArglleArgAloProSerThrSerLeuArgProdisSerSerThrThreThrThrThrThrGlul leArgleuleuThrlysFra. .

Bpui1021 T7 terminator
GAAAGGAAGCTGAGT TG TG TECCACCOC TEAGCAATAACTAGCATAACCCCTTEGGGCCTCTAAACGEETCTTEGAGGEGTTTTTTG

T7 terminator primer #69337-3
pET-28a-c(+) cloning/expression region

Obr. 1: Expresni vektor pET28a(+), B. Detail sekvence ,multiple cloning site“ s vyznaenymi restrikénimi misty a
funkénimi oblastmi
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Gen pro fagovy endolyzin

V pribéhu reprodukéniho cyklu bakteriofaga se lytické enzymy uplatiiuji pfi iniciaci infekce, kdy
vytvareji v bakteridlni bunécné sténé drobné léze, kterymi se dovnitf buriky dostava fagova genomova
nukleovd kyselina. Lytické enzymy tohoto typu se vyskytuji jako komponenty fagovych ¢astic, zejména
fagovych bicikl. Druha skupina fagovych lytickych enzymU (endolyzinli a spoluplsobicich holind) se
uplatiiuje na konci reprodukéniho cyklu faga, kdy se fagové potomstvo uvoliiuje z hostitelské buriky.
Tyto enzymy maji za nasledek rozsahlou degradaci bunééné stény bakterii. Katalytickd doména
lytickych enzyml je tvofena jednou ze 4 typl hydroldz peptidoglykanu: endo-B-N-acetyl-
glucosaminidazy a N-acetyl-muramiddzy, jejichz cilem jsou cukerné slozky peptidoglykanu;
endopeptiddzy, které Stépi peptidové vazby; a N-acetylmuramyl-L-alanin-amidazy, které hydrolyzuji
amidovou vazbu spojujici cukernou slozku a peptid. Lyticka aktivita mnoha rekombinantnich
bakteriofagovych enzymu je v soucasnosti studovana jako nova tfida antibakterialnich latek. Lytické
enzymy je mozné klonovat v rGznych bakterialnich klonovacich systémech, aniz by plsobily na buriku
toxicky, protoze v bunce neni pfitomen holin, diky kterému se lyticky enzym dostdva do
periplazmatického prostoru k bunécéné sténé.

Ve cviceni budeme pracovat s genem pro endolyzin (pfistupovy kéd GenBank F136588.1) faga 812F1
(KJ206562.1), jehoz velikost je 855 bp a enzym ma velikost 284 aminokyselin, tedy jeho hmotnost je
31,5 kDa.

Sekvence endolyzinu

Kompletni sekvence genomu faga 812F1 volné pfistupnd v databdzi NCBI pod pfistupovym &islem
KJ206562.1. Sekvence fagového holinu a endolyzinu volné pristupna v databdazi NCBI pod pristupovym
¢islem EF136588.1.

Primery by mély byt navrZené tak, aby na 3 konci obsahovaly sekvenci pro amplifikaci daného genu, na
5’konci restrikéni mista pro klonovdni do vektoru pET28a(+). Restrikéni mista v blizkosti koncu primert
mohou vyZadovat prodlouZeni sekvence oligonukleotidu pro zajisténi optimdlniho stépeni (viz manudl
k restriktdzam). Restriktdzy pouZité pro klonovdni nesmi stépit klonovany gen. Restrikcni mista je nutné
zvolit tak, aby byl ke genu pripojeny His-tag (soucdst vektoru pET28a(+) pro ndslednou purifikaci. Gen
musi byt v blizkosti RBS, stop kodon se nachdzi za His-tagem. Pro expresi klonovaného genu a zdroven
pro expresi His-tagu musi byt zachovdn sprdvny c¢teci ramec. Pfirozeny stop kodon genu pro endolyzin
je tfeba prostrednictvim primeru modifikovat na kodon pro jinou aminokyselinu, aby doslo k translaci
genu vcéetné His-tag. Primery musi splriovat vSeobecné poZadavky pro PCR reakci — podobné %GC, Tm.

Prehled pET vektor( véetné map vektor( je napr. zde:
https://www.snapgene.com/resources/plasmid-files/?set=pet and duet vectors (novagen)

Sekvence a informace k vektoru: https://www.addgene.org/vector-database/2565/

Dostupny software pro praci s RE: https://international.neb.com/ (Tools and Resources)

Dostupny software pro navrh primerd, stanoveni vlastnosti primer(:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/

Software pro klonovani, vizualizace plazmidovych vektor(: SnapGene Viewer
https://www.snapgene.com/snapgene-viewer/

Sekvence pET28a(+) ke stazeni pro SnapGene Viewer:
https://www.snapgene.com/resources/plasmid-
files/?set=pet and duet vectors (novagen)&plasmid=pET-28a(%2B)



https://www.snapgene.com/resources/plasmid-files/?set=pet_and_duet_vectors_(novagen)
https://www.addgene.org/vector-database/2565/
https://international.neb.com/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
https://www.snapgene.com/snapgene-viewer/
https://www.snapgene.com/resources/plasmid-files/?set=pet_and_duet_vectors_(novagen)&plasmid=pET-28a(%2B)
https://www.snapgene.com/resources/plasmid-files/?set=pet_and_duet_vectors_(novagen)&plasmid=pET-28a(%2B)
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ODPOVEDNI LIST A PROTOKOL K ULOZE €. 1. Klonovani genu pro endolyzin
bakteriofaga 812F1 ze Staphylococcus aureus — seznameni s expresnim
vektorem pET28a(+) — navrh konstruktu pro expresi endolyzinu.

1. Jaka je funkce genu pro endolyzin lysF1 a jaké dalsi proteiny s endolyzinem interaguji
u pfirozeného hostitele?
ODPOVED:

2. Zjakych funkcnich domén se endolyzin sklada? Uvedte pozice domén na proteinu
a napiste, jakou maji funkci (vyuZijte napf. InterPro, Pfam nebo CD-Search).
ODPOVED:

3. MizZe rekombinantni endolyzin LysF1 zpUsobovat lyzi E. coli p¥i expresi, a proc?
ODPOVED:

4. Provedte in silico restrikéni analyzu predpokladaného genu pro fagovy endolyzin pomoci
nastroje NEBcutter V2.0 (http://nc2.neb.com/NEBcutter2/).

5. Navrhnéte primery s vhodnymi restrikénimi misty tak, aby je bylo mozné pouiit pro
klonovani genu pro fagovy endolyzin LysF1 s His-tagem na C-konci — barevné znazornéte na
sekvenci primert restrikéni mista, ¢ast komplementarni ke genu pro endolyzin, pfipadné
nukleotidy navic a pfipadné nukleotidy pro zménu ptlivodni sekvence.

6. V sekvenci genu pro endolyzin faga 812F1 barevné znazornéte: start kodon, stop kodon,
sekvenci komplementarni k primerdm navrzenym pro klonovani

>EF136588.1 Staphylococcus phage 812 strain phi812F1 putative holin and truncated
endolysin genes, complete cds

TTAGAAGATTTAGATAACAAACAAATGTCTGAAGTTATCAAAAAACTAAACCAAATTAATGAGTAAGTGTTAAATTAATATAG
ATAAACATGACCGACCTACTGTTATATTATTGTTAGAAATAAATATAATAGAAAGGTCGGTTTTTTAATGGCTAATGAAACTA
AACAACCTAAAGTTGTTGGAGGAATAAACCTTAGCACAAGAACTAAGAGCAAAACATTTTGGGTAGCAATTATATCAGCAGTA
GCATTATTTGCTAACCAAATTATAGGTGCTTTCGGTTTAGACTACTCAGCTCAAATTGAGCAAGGTGTAAATATTGTAGGTTC
TATACTAACACTATTAGCAGGTTTAGGTATTATTGTTGATAATAATACTAAAGGTCTTAAAGATAGTGATATTGTTCAAACAG
ACTATCTTAAACCTCGTGATAGTAAAGACCCTAATGAATTCGTTCAATGGCAAGCAAATGCAAATAACACTAGTACTTTTGAG
ATAGACAGCTACGAAAACAATGCAGAACCTGACACAGATGATAGTGATGAAGTACCTGCTATTGAAGATGAAATTGATGGTGG
TTCAGCACCTTCTCAAGATGAAGAAGATACCGAGGAACATGGTAAAGTATTTGCAGAGGAGGAAGTTAAGTAATGGCTAAGAC
TCAAGCAGAAATAAATAAACGTTTAGATGCTTATGCAAAAGGAACAGTAGATAGCCCTTACAGAGTTAAAAAAGCTACAAGTT
ATGACCCATCATTTGGTGTAATGGAAGCAGGAGCCATTGATGCAGATGGTTACTATCACGCTCAGTGTCAAGACCTTATTACA
GACTATGTTTTATGGTTAACAGATAATAAAGTTAGAACTTGGGGTAATGCTAAAGACCAAATTAAACAGAGTTATGGTACTGG
ATTTAAAATACATGAAAATAAACCTTCTACTGTACCTAAAAAAGGTTGGATTGCGGTATTTACATCCGGTAGTTATGAACAGT
GGGGTCACATAGGTATTGTATATGATGGAGGTAATACTTCTACATTTACTATTTTAGAGCAAAACTGGAATGGTTATGCTAAT
AAAAAACCTACAAAACGTGTAGATAATTATTACGGATTAACTCACTTCATTGAAATACCTGTAAAAGCAGGAACTACTGTTAA
AAAAGAAACAGCTAAGAAAAGCGCAAGTACACCGGCAACTAGACCAGTTACAGGTTCTTGGAAAAAGAACCAGTACGGAACTT
GGTATAAACCGGAAAATGCAACATTTGTCAATGGTAACCAACCTATAGTAACTAGAATAGGTTCTCCATTCTTAAATGCTCCA
GTAGGCGGTAACTTACCGGCAGGGGCTACAATTGTATATGACGAAGTTTGTATCCAAGCAGGTCACATTTGGATAGGTTATAA
TGCTTACAACGGTAACAGAGTATATTGCCCTGTTAGAACTTGTCAAGGTGTTCCACCTAATCAAATACCTGGCGTTGCCTGGG


http://nc2.neb.com/NEBcutter2/
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GAGTATTCAAATAGAATATAAATTTAGACGGATTTAAAATCCGTCTATTTTTTTTGCAAAAAAGTGTTGACAAAATTAAATAC
ATAGTGTATAGTTATATATGTAATCAAATAAAGGAGGAATTACATGGCACTACTTTTAACATATTTTGCTATTTTTATT

7. Uvedte vami navrzenou sekvenci konstruktu LysF1+His-tag od start kodonu az po stop
kodon, ovérte translaci in silico. Jaka je délka genu a proteinu?

8. Uvedte vhodné reakéni podminky pro PCR s navrienymi primery pro klonovani, vezméte v
uvahu Tm primert, délku produktu, interakce primera.

9. V bodech popiste dalsi kroky klonovani az po expresi fagového endolyzinu a funkcni test pro
ovéreni exprese.

Protokol z praktické ulohy

10. Uvedte koncentrace DNA stanovené na Nanodropu
a. Koncentrace izolovaného vektoru
b. Koncentrace stépeného vektoru po defosforylaci a purifikaci z gelu
c. Koncentrace PCR produktu po Stépeni restriktazami a precisténi

11. Vypocitejte sloZeni ligacni smési:

Mate vektor s délkou 5369 bp a inzert o velikosti 855 bp. Vektor ma koncentraci 25 ng/ul,
inzert 60 ng/pl. Kolik pl vektoru a inzertu date do 20 ul ligaéni smési, pokud chcete
dosdahnout moldrni pomér 1:3.

Mnozstviinzertu (ng) _ MnoZstvivektoru (ng)
Velikost inzertu (kb) ~ Velikost vektoru (kb)

12. Dolozte a popiste.
a. Foto gelu se Sstépenym vektorem s kontrolou
b. Foto gelus PCR produkty s kontrolou
c. Foto gelu s rekombinantnimi vektory izolovanymi lyzi varem s kontrolami

13. Dolozte a popiste foto ploten s transformovanymi E. coli TOP10F’s ptisluSnymi kontrolami.

14. K éemu dochazi pfi pasobeni par chloroformu na expresni buriky E. coli v kterych je
pfitomen expresni vektor s naklonovanym genem pro endolyzin.

15. Dolozte a popiste foto ploten s chloroformovym testem s prisluSnymi kontrolami.

16. Dolozte a popiste foto zymogramu s prislusSnymi kontrolami.
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PRACOVNI POSTUP K ULOZE - Klonovani genu pro fagovy endolyzin a ovéfeni exprese
endolyzinu

1. Priprava kompetentnich bunék pro transformaci

Jako recipientnich kmenii pro klonovani cizorodé DNA se nej¢astéji vyuziva kmentll E. coli,
které byly mutacemi a metodami genového inzenyrstvi upraveny tak, aby byly schopny s
vysokou uc¢innosti pfijimat externi DNA (vétSinou plazmidovou), umoziovaly jeji replikaci a
udrzovaly jeji plGvodni strukturu (tj. nezpusobovaly vystépovani naklonované DNA) a
dovolovaly selekei rekombinantnich plazmidi. Podrobna charakteristika téchto kment
(zejména jejich genotyp) byva uvadeéna v katalozich firem a praktickych ptiruckach.

Vlastni navozeni kompetence spociva v pomnozeni bunek ptislusného kmene E. coli v tekutém
zivném mediu (napt. LB bujonu) do exponencidlni faze rlstu, ptevedeni bunék do roztoku
CaClp, v némz se buiiky ponechaji n€kolik hodin, béhem nichZ dojde k jejich vyhladovéni a
uréitym zménam v bunééné sténé, umoziujicim prijmout externi DNA.

Takto pfipravené buiiky lze pouzit bud’ bezprostfedné, nebo se prevedou do roztoku CaCly s
pridavkem glycerolu, v némz je mozné builky zamrazit na -70°C a pouzit pozd¢ji (takto
pripravené buiiky lze uchovavat né¢kolik mésicii nebo i déle).

Organismy: Bakteridlni kmen E. coli ToplOF’, E. coli BL21 (DE3)

Material: LB bujon, sterilni roztok 0,05 M CaCl, sterilni centrifugacni zkumavky, denzitometr
s piislusenstvim, chlazena centrifuga T23

Postup

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

2. Bunécnou kulturu vytemperujeme na 4 °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
ponechéme v lednici pii 4°C pies noc.

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

5. Takto pfipravené kompetentni buiiky lze pouZzivat pfiblizn€ jeden tyden. Pro dlouhodobé
uchovavani se k bunécné suspenzi piida 1/10 objemu sterilniho glycerolu (4°C!) a suspenze se
zmrazi na -70°C.
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2. Pfiprava plazmidového vektoru pET28 ke klonovani

Jako hostitelské kmeny pro tento plazmidovy vektor jsou pouzivany kmeny E. coli. Pro
klonovaci experimenty je nutné pouzit kmeni, které jsou schopny alfa-komplementace (t;.
nesouci mutaci lacZ M15), napt. E. coli Top10F’, DH5a, JM83, IM101, NM522, BL21 aj. Gen
pro rezistenci ke kanamycinu je vyuzivan pro selekci transformant.

K izolaci DNA vektoru je mozné pouzit nékolika metod, poskytujicich DNA o rGazném
mnozstvi a Cistoté. Optimdlni je pfipravit DNA purifikovanou ptes kolonku (spin columns) s
vyuzitim nékterého komercniho kitu. Je mozné vSak vychazet i z preparati, pfipravenych
mikrometodou alkalické lyze, pfi niz se ziska DNA v mnozstvi nékolika pg s dobrou citlivosti
ke Stépeni restrikénimi endonukledzami a i¢inné€ spojovana ligazou.

3. Nastépeni vektoru restrikéni endonukleazou

Material: Eppendorfovy zkumavky, mikrocentrifuga, automatické pipety, Spicky, zafizeni pro
elektroforézu, transiluminator, restrikéni endonukledzy, Sté€pici pufry, sterilni destil. voda, TE
puft, 70% a 100% etanol, QiaQuick PCR Purification Kit, purifikovana DNA vektoru pET28
restrikéni endonukledzy Ncol a BamHI.

Nejdtive stanovime orientaéné koncentraci vektoru: 2 pl roztoku DNA zméfime na Nanodropu.

| Koncentrace izolovaného vektoru: | |

6 ng DNA vektoru pET28 nastépime v objemu 40 pul reakéni smési ptisluSnou dvojici RE (2
hod), abychom =zabranili znovuspojeni pfe¢nivajicich konct. Postupujeme dle navodu
k restriktazam. Pokud jsou koncentrace nizké, vynecha se objem vody.

Ponechame si alespont 10 ul nestépeného vektoru jako kontrolu

Reagencie MnoZstvi (ul)
Voda
Pufr
Vektor
Enzym
celkem 40 1 (objem restriktdz zanedbavame)

4. Defosforylace

Defosforylace se pouziva pro zvySeni u¢innosti klonovani a zamezeni znovuspojeni vektoru
aniZ by doslo k zaclenéni inzertu.

1. K pfecisténé plazmidové DNA ptidat 1/10 objemu 10x CIP pufru, alkalickou fosfatdzu (1U
na 100 pmol (2pg linearizované plazmidové DNA o velikosti 5 kb obsahuje asi 1,4 pmol
5’koncovych fosfati)

2. Inkubace 30 min/37 °C
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3. Smés po Stépeni a defosforylaci ulozime pii — 20 °C

5. Smés naneseme na 1,2 % preparativni agardzovy gel a St€penou defosforylovanou DNA
extrahujeme z gelu prostfednictvim komer¢ni sady QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen).
Jako kontrolu pouZijeme linearizovany plazmid (5369 bp).

| Koncentrace §tépeného vektoru: | |

5. Priprava inzertu

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

K naklonovani Ize pouzit DNA, které byla St€pena bud’ jednou RE, nebo dvéma riznymi RE -
v tomto piipadé dojde k tzv. orientovanému zaclenéni restrikéniho fragmentu do vektoru, coz
ma fadu vyhod, naptf. umoziiuje restrikéni mapovani a sekvencovani z definovaného konce.
Pouziti DNA $tépené dvéma enzymy zabranuje jeji cirkularizaci a zvySuje pravdépodobnost
vzniku rekombinantnich plazmid pfi ligaci vektorové a cizorodé DNA.

Material: DNA z polyvalentniho stafylokokového faga 812 F1.
- restrikéni endonukleazy Neol a BamHI, sté€pici pufry 10% konc., destil. voda
— primer EndoFl_NcoBam low nesouci Ncol-misto a primer SH3upB nesouci BamI-misto,

o koncentraci 10 pmol/ul, 10x konc. roztok dNTP, Taq DNA-polymeraza a ptislusny reakéni pufr, 50
mM MgCls,, - automatické pipety, Spicky, mikrozkumavky, mikrocentrifuga, spektrofotometr,
termocykler - zafizeni pro elektroforézu a vyhodnocovani gelii

Postup
1. Provedeme amplifikaci genu s primery, jejichZ konce nesou rozpoznavaci

sekvence pro restrikéni endonukledzy Ncol a Bantll.

Reakeni smés:

Reagencie Objem v pl do 25 pl Do pl
Deionizovana voda 15,2
Pufr pro PCR 2,5
MgCl, 2,5
dNTP 2,5
Primery 2 x 0,056
Tagq DNA polymeraza 0,2
Templatova DNA 2
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Program:
Teplota (°C) Cas (s) Poget cykli
Pocate¢ni denaturace 94 300 1
Denaturace
Ptipojeni primert
ProdluZovani primert
Zaverecné prodluzovani primerd | 72 600 1

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

‘Koncentrace PCR produktu po predigténi:

3. Provedeme $tépeni purifikovaného amplikonu restrikénimi endonukledzami Neol a
BanH1:

V Eppendorf. zkumavce smichame:

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

— doplnit pl H,0. Pokud jsou koncentrace nizké, vynecha se objem vody.
- 5 ul 10x konc. $tépiciho pufru

- 5 jednotek restriktaz (asi 1 ul ).

Obsah zkumavky dobfe promichame a kratce zcentrifugujeme v mikrofuze.
Inkubujeme 2
hod pii teploté doporucené pro ptislusné restriktazy (p¥ipadné pres 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 pfi -20°C

7. Provedeme purifikaci PCR—produktu (viz protokol QIAquick PCR Purification

Kit) a zmétime koncentraci &tépeného vektoru.
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6. Ligace:

Nejsnadnéji se klonuji DNA-restrikéni fragmenty, ziskané $tépenim DNA dvéma riznymi RE. Pokud
se liguje DNA po $tépenim 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 zvySit nastavenim optimalniho poméru koncentraci
vektorové a cizorodé DNA - tento pomér se méni v zavislosti na velikosti vektoru a klonovaného
restrikéniho fragmentu. Vypocet pro presné stanoveni koncentraci obou DNA je uveden v fad¢ piirucek.
Prakticky lze vyjit z poméru koncentraci inzert:vektor 1:1, 3:1 a 5:1, kde je zna¢na 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.
Ligac¢ni pufr je dodavan vyrobcei jako 10x koncentrovany roztok (jeho slozkou je TRIS, DTT, BSA,
ATP a Mg++). Vlastni liga¢ni reakce ma teplotni optimum pii 37°C - pfi této teplote jsou vSak konce
nestabilni (s tendenci k denaturaci), proto se ligace obvykle provadi pfi teplotach 16-25°C, kdy je
soudrznost koncti vyssi.

Vysledek liga¢ni reakce je mozné demonstrovat elektroforeticky: po ligaci se vytvofi kromé
rekombinantnich plazmidovych molekul rovnéz vysokomolekularni frakce DNA, kterou lze na gelu
dobie rozpoznat: je diikkazem, Ze enzym je aktivni. Material: DNA vektoru pET28 §tépena RE,
cizorodd DNA Stépend RE, T4-DNA-ligaza, 10x ligacni pufr, mikrozkumavky, aut. pipety, Spicky,
termostat na 16°C, mikrofuga

Koncentrace inzertu:

Koncentrace plazmidu:

Postup:

1. Piipravime ligacni smési obsahujici rizné poméry vektorové a cizorodé DNA (1:1, 3:1, 5:1, 1:3 a
1:5). Jako kontrolu pouzijeme $tépeny plazmid, kdy objem inzertu nahradime vodou. Kazda smés ma
objem 10 ul a posléze se doplnuje pufrem do 20 pl:

— 100-500 ng vektorové DNA
- 100-500 ng cizorodé DNA
— destil. sterilni vodu (ad 10 ul).

(Ptipadné dle navodu k ligaze)

ng vektoru * kb inzertu inzert

ng Inzertu = *
4 kb vektoru veldor
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Vektor:Inzert

Vektor ul

Inzert ul

00

1:1

1:3

1:b

1:0

0:1

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

3. Pfidame:

- 5 ul 2x Rapid ligation Buffer

- 1U T4-DNA-ligazy

Nebo dle navodu prislugné ligazy (Pufr miZe mit jinou koncentraci).

4. Po promichéni inkubujeme 15 minut (mizeme 30 — 45 min.) pfi pokojové teplotg.

7. Transformace kompetentnich bunéek E. coli rekombinantni DNA
Pfipraveny konstrukt nejprve transformujeme do bunék TOP10F’, které neslouZi k expresi. V
téchto bunkach dochazi k vysoké frekvenci transformace a konstrukt je mozné ovérit napr.

sekvenovanim.

1. Do mikrozkumavky se napipetuje 200 pl kompetentnich bunék. (V pfipade, ze se pouzivaji

buniky zmrazené na -70°C, nechaji se pozvolna rozmrznout pii pokojové teploté.)

2. Zkumavka se umisti do ledové 1azné.

3. Prida se DNA (5 pl liga¢ni smési smicha s TE pufrem do celkového objemu 10 pl, ktery se pak

prida ke kompetentnim bunikam).

Pridavame jednotlivé vSechny ligacni 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 ponecha v ledové lazni 30 minut.
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5. Buniky se podrobi tepelnému Soku ponofenim zkumavky na 1 min do vodné lazn¢€ 42°C,nebo 3 min
/37 C.

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

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

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

9. Supernatant se slije - vétSinou vsak zlistane ve zkumavce asi 100 pl supernatantu, ve

kterém lze bunky resuspendovat.

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

Kanamycin: Zas. roztok 50 mg/ml (1000x), vysl. koncentrace 50 ug/ml

8. Izolace DNA rekombinantnich vektor( pEP28 (potencialnich klon) metodou
lyze varem (Holmes a Quigley, 1981).

Jedna se o velmi rychlou mikrometodu izolace plasmidu, ktera slouzi k ovéreni
ziskanych klonG. Plazmidy nanasime pfimo na agarézovy gel nebo provedeme

restrikéni endonukleazovou analyzu.
Postup:
1. Bilé kolonie pfeockujeme na misky LBA s kanamycinem, a ve formé dlouhych prouzki.

2. Druhy den z nariistu kultury na Petriho misce odebereme paritkem asi 1-2 mm® a resuspendu jeme
v 350 pl STET pufru v epp. zkumavce. Odbér kultury paratkem provedeme tak, abychom

neodebrali i ¢astagaru.

3. Pfidame 25 pl (10 mg/ml), (5ul o koncentraci 50 mg/ml, 50 ul zasobniho 5 mg/ml)

roztoku lysozymu a dobie promichame (protfepeme).

4. Zkumavku umistime do lazné s vrouci vodou ptesn€ na 1 minutu.

5. Zkumavku pfeneseme do ledové vodni lazné.

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

7. Sterilnim paratkem odebereme viskézni sediment

8. K supernatantu ptidame 40 ul 3M Nas—acetatu(pH 5,2) a 420 pl izopropanolu.

Promichame nékolikerym obracenim zkumavky. Zkumavku ponechame 10 min pii pokojové teploté.
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9. Obsah centrifugujeme 15 minut v mikrofuze pii max. ota¢kach a 4°C. Supernatant odebereme

pasterkou (pipetou) - je nutno odstranit veskerou tekutinu.

10. Pridame 1 ml 70% etanolu, protfepeme a zcentrifugujeme 10 min v mikrofuze. Supernatant

odebereme, sediment oplachneme 100% etanolem (ptipadn¢ znovu zcentrifugujeme, jestlize se

sediment uvolnil) a nechame oschnout v obracené poloze pii pokojové teploté.
11. Sediment rozpustime v 50 pl (30 pl) TE pufru.

12. Vysledek izolace ovétime na elektroforéze.

STET pufr: 0,1 M NaCl; 10 mM Tris.CL, pH 8,0; 1 mM EDTA; 5 % Triton X-100; 8 % sachardza

9. Ovéreni pozitivnich klon(

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

2. Druhym zplsobem pro ovéfeni je $tépeni restriktdzami Ncol a BamHlI. Stépici smés se dd pfipravit
dle postupu stépeni plazmidu.

3. Alternativné u vzorkl s posunem na gelu oproti plvodnimu plazmidu primarni strukturu
konstruktu ovéfime sekvenovanim.

10. Transformace do expresnich bunék
K 200 ul kompetentnich bunék pfiddme 50 ng plazmidu s inzertem, ktery byl purifikovdn pomoci
komeréniho kitu. Dale postupujeme podle protokolu €. 7.

11. Test citlivosti k rekombinantnimu endolyzinu
Funk¢ni test vyuziva degradaci bunécnych stén S. aureus, kterymi formou dvouvrstvého
agaru prevrstvime kolonie expresnich buné€k lyzované parami chloroformu.

Priprava suspenze usmrcenych bunék S. aureus
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300 ml YT média s ptidavkem 0,3 g glukozy a 1,5 mg thiaminchloridu naoc¢kujeme 10 ml

18-ti hodinové kultury indikatorového kmene S. aureus a kultivujeme 12 hodin pii 37 °C za

intenzivniho tfepani. Builky usmrtime autokldvovanim horkou parou 5 min. pii 100 °C.

Usmrcené buiiky centrifugujeme 10 min pii 5000 rpm a roztiepeme v 6 ml SM pufru (obecné

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

Ovéreni funkce endolyzinu funkénim testem na plotnach

. Narostlé kolonie po transformaci bun¢k BL21(DE3) pierazitkujeme nebo pieockujeme

v formé kratkych ¢arek na plotny s LB agarem s obsahem kanamycinu (50 pg/ml) a IPTG
(1 mM) nezbytného pro indukci T7 RNA-polymerazy.

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

Bunéénou sténu a membranu E. coli rozruSime chloroformem, pracujeme v digestofi. Po
naliti chloroformu na kousek bunicité vaty polozime vatu na sklenénou podlozku a
ptiklopime miskou dnem vzhiiru (plastova miska nebo agar se nesmi dotykat bunicité vaty).
Péry chloroformu nechame ptisobit 15 az 20 min. Po této dob¢é by se mél z rozrusenych
buné¢k E. coli uvolnit exprimovany endolyzin.

Kolonie (¢arky) ptelijeme 3 ml 0,4 % mékkého vodniho agaru s 200 — 250 ul suspenze
autoklavovanim usmrcenych bunék S. aureus. Vodni agar by nem¢l byt pfiliS zakaleny
buiikami, aby byly lytické zony rozpoznatelné.

Endolyzin se poneché difundovat a ptisobit 60 — 120 min pi1 30 °C. Po této inkubaci byly

kolem pozitivnich klonil E. coli patrné projasnéné lytické zony.

12. Zymogram

Aktivita enzymu bude ovétena také pomoci zymogramu, kdy se do gelu na SDS PAGE
pfidava suspenze bunécnych sténa bakterii S. aureus. Pokud je lyticky enzym aktivni, v misté
na gelu, které odpovid4, jeho molekulové hmotnosti se objevi lytick4 zona na jinak mlécné
matném gelu.

Priprava vzorku:

1.

Buiky se zaockuji do 20 ml tekutého LB bujénu s kanamycinem (50 pg/ml) a nechaji se

rust do ODes0=0,5

2. Do média se ptidd IPTG do finalni koncentrace 0,4 mM
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3. Po 3 — 4 hodinové expresi se buiiky stoci (4000 otacek/10min) a resuspenduji se v 0,8

ml SM pufru

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

5. Po sonikaci se builky stoci (4000 otacek/10min) a oddéli se supernatant od peletu.

Supernatant i rozpustény pelet se pouzije na ptipravu vorku pro SDS PAGE.

Zymogram

1.

Ptipravime gel pro SDS PAGE (viz. tabulky). Mezi skla aparatury nejdiive nalijeme

separacni 15% gel a po jeho utuhnuti nalijeme 5% zaostfovaci gel.

Paralelné ptipravime gel bez ptidavku bunécnych stén

Pro naneseni vzorkli pouZijeme 4x koncentrovany SDS nanaSeci pufr (miiZze byt 1 5x

nebo 6x koncentrovany), (200 mM Tris-Cl pH 6,8, 400 mM DTT, 8% SDS, 0,4%

Bromfenolova modf, 35% glycerol). Ptipravime 40 pl vzorku, nechame 10 minut zahtat

na 95 °C. Vzorek naneseme na gel.

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

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

Gel bez pfidani bunécénych stén obarvime a gel s bunécnymi sténami zalijeme renaturacnim

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

SloZeni 15% separacniho gelu pro zymogram

Reagencie Mnozstvi Slozeni
H,O 2 ml
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,O; 29,2 g akrylamid;
0,8 g N,N-metylenbisakrylamid
SDS 10% 90 pl{Dodecylsulfat sodny
APS 10% 90 ul|{Persulfat amonny
Buriky S. aureus 100 pl|Bunky S. aureus SA812 usmrcené

autoklavovanim

TEMED

7 ul

N,N,N.N -tetramethylendiamin
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Slozeni 5% zaostiovaciho gelu pro zymogram

Reagencie Mnozstvi Slozeni
H-O 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 plN,N,N,N -tetramethylendiamin

Slozka bunéénych stén mize byt variabilni 100 — 200 ul. Tabulky na sloZeni vice gell jsou

k dispozici v laboratofi.
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Schéma postupu:

1. Priprava inzertu

PCR, ovéfeni na geluy,

2. Priprava vektoru 3. Priprava

Izolace vektoru, stanoveni komPEtentnICh bunek

precisténi koncentrace
v v v
Stépeni inzertu, Stépeni vektoru, defosforylace, E. coli Top10F
precisténi, stanoveni vyrezdni z gelu, stanoveni .
E. coli BL21 (DE3)
koncentrace koncentrace

\ 4

Ligace inzert + vektor

Transformace do bunék E.

y

coli Top 10F

l

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

Izolace plazmidu
s potvrzenym inzertem

exprese v tekutém médiu,
»

Transformace do bunék E.
coli BL21 (DE3)

SDS PAGE, Zymogram

\4

Funkéni test na miskach

naliti SDS gelQ, zymogram a
pfiprava bunécnych stén




