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Teorie ke čtyřem úlohám bude probírána v úterky pro všechny zapsané studenty společně (3-4× v semestru), 

v učebně E25/209. Potřebné pomůcky: notebook. Účast povinná. Praktická část bude probíhat v cca 4 

týdnech v semestru/skupina. 
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Endolyzin 



Představení vektoru řady pET pro expresi v E. coli  

 klonování a exprese rekombinantních 

proteinů v E. Coli 

 

 pod silným T7 promotorem  

 Indukovatelný (IPTG) 

 Exprese T7 RNA polymerázou 

hostitelské buňky 

 Vysoká efektivita (rekombinantní 

protein tvoří až 50 % proteinů v 

buňce) 

 Nulová bazální exprese (bez 

induktoru se gen nepřepisuje) 

 

 Značení 6xHis tag na N nebo C konci 

proteinu 

 

 Vysoko-kopiový – 2 ori místa 

 

 

 

 



PET-28(+) klonovací oblast – His tagy, promotor, MCS 



Klonování do plazmidového vektoru pomocí restriktáz 

 https://www.addgene.org/protocols/pcr-cloning/ 
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Forward primer: 

 

1.  Návrh primeru (18-21 bp, začíná iniciačním kodónem ATG) 

     5'-ATGTGGCATATCTCGAAGTAC-3‘  

 

2. Výběr vhodné restriktázy 

    EcoRI restriction site (GAATTC) 

    5'-GAATTCATGTGGCATATCTCGAAGTAC-3‘ 

 

3. Přidat volné nukleotidy pro optimální štěpení (3-6 nt) 

     TAAGCA 

     5'-TAAGCAGAATTCATGTGGCATATCTCGAAGTAC-3‘ 

 

Reverse primer: 

 

(5‘-NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN-3‘ 

…. reverzně komplementárně (http://reverse-complement.com/) 

 

http://reverse-complement.com/
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Klonování do plazmidového vektoru pomocí restriktáz 

 https://www.addgene.org/protocols/pcr-cloning/ 

 
vektor inzert 

https://www.addgene.org/protocols/pcr-cloning/
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Postup klonování 

 
Gen zájmu PCR pomocí primerů s RE místy 

 

Naštěpení vektoru pET28 příslušnými 

restriktázami (NcoI, BamHI) 

 



Transformace E. coli 



Exprese heterologního genu v E. coli 
E. coli strain BL21(DE3) 

Genotyp: E. coli B dcm- ompT- hsdS(rB-mB-) gal 

- kmen obsahuje gen DE3 – gen pro T7 RNA polymerázu pod kontrolou promotoru lac 

UV5 a lacIq, IPTG je vyžadovaný jako induktor nutný pro expresi T7 RNA 

polymerázy. 

- dcm (DNA-cytosine methyltransferase) - deficientní 

- ompT (outer membrane protease) – deficientní 

- hsdS (restrikčně-modifikační systém) – deficientní pro restrikci a modifikaci 

- gal operon – metabolismus galaktózy 

 



Exprese heterologního genu v E. coli 

IPTG 
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Funkční test na plotnách 

 Na agarovou plotnu s IPTG 

čárkujeme ověřené klony exprimující 

endolyzin 

 Působením choloroformu lyzujeme 

buňky (klony) 

 Celé přelijeme soft agarem se 

suspenzí usmrcených buněk 

S.aureus 

 Pozorujeme zónu lyze kolem klonů – 

uvolněný endolyzin 



Funkční test - zymogram 

 SDS PAGE 

 Gel na SDS PAGE obsahuje buněčné 

stěny S. aureus 

 Do jamek PAGE gelu nanášíme směs 

proteinů z úspěšných klonů 

 Pozorujeme zónu lyze – endolyzin 

degraduje buněčné stěny 

 Kontrola over-exprese endolyzinu 

obarvením proteinů na SDS PAGE 

bez přídavku buněčných stěn S. 

aureus  
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Působení restrikčních enzymů 

N-glykosidická vazba 

RE působí na 
fosfodiesterovou 
vazbu v molekule DNA 

Typy RE: I, II, III a IV 



Definice jednotky enzymu 

Aktivita enzymu 

 závislá na teplotě 

 závislá na typu substrátu 

 závislá na čase 

 závislá na chemických faktorech (druh pufru) 

 závislá na koncentraci (U) 



Závislost na čase 

Classic vs. FastDigest 



Závislost na čase / typu substrátu 



Závislost na typu substrátu 



Závislost na typu substrátu 



Závislost na teplotě a pufru 

https://nebcloner.neb.com/#!/redigest Pozor na současné štěpení více enzymy! 



Závislost na koncentraci 

Menší koncentrace enzymu přemění stejné množství substrátu za delší čas. 

Částečně expirovaný enzym lze kompenzovat: 
1. Prodloužením doby inkubace. 
2. Přidáním počtu jednotek (U/reakci) 
 

Užitečné odkazy a zdroje: 

https://www.neb.com/~/media/nebus/files/chart%20image/cleavage_olignucleotides_old.pdf 

 

https://www.neb.com/~/media/nebus/files/chart%20image/cleavage_linearized_vector_old.pdf 

 

https://international.neb.com/tools-and-resources/usage-guidelines/nebuffer-performance-chart-with-

restriction-enzymes 

 

https://nebcloner.neb.com/#!/redigest 
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