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PRACOVNI[ POSTUP K ULOZE - Exprese a purifikace rekombinantniho proteinu
SH3b_GFP

1. Pfiprava kompetentnich bunék pro transformaci

Jako recipientnich kmenii pro klonovani cizorodé DNA se nejCastéji vyuziva kmentll E. coli,
které byly mutacemi a metodami genového inzenyrstvi upraveny tak, aby byly schopny s
vysokou ucinnosti pfijimat externi DNA (vétSinou plazmidovou), umozniovaly jeji replikaci a
udrzovaly jeji pavodni strukturu (tj. nezpiisobovaly vystépovani naklonované DNA) a
dovolovaly selekei rekombinantnich plazmidi. Podrobna charakteristika téchto kment
(zejména jejich genotyp) byva uvadéna v katalozich firem a praktickych ptiruckach.

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

Takto pfipravené buiiky lze pouzit bud’ bezprostfedné, nebo se prevedou do roztoku CaCly s
pfidavkem glycerolu, v némz je mozné buiniky zamrazit na -70°C a pouzit pozdéji (takto
ptipravené buiiky lze uchovévat nékolik mésicii nebo 1 déle).

Organismy: Bakteridlni kmen E. coli Top10F’, E. coli BL21 (DE3)

Material: LB bujon, sterilni roztok 0,05 M CacCl sterilni centrifugacni zkumavky, denzitometr
s ptislusenstvim, chlazend centrifuga T23

Postup

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

2. Bunécnou kulturu vytemperujeme na 4 °C v ledové vodni l4zni a centrifugujeme 10 min/3000
rpm pii 4°C. Od této chvile nesmi teplota ptekrocit 4°C!

3. Sediment bunék resuspendujeme v poloviné objemu (25 ml) ledového roztoku CaCly a
ponechame v lednici pii 4°C ptes noc.

4. Buiky centrifugujeme jako v bodé€ 2) a sediment resuspendujeme v 5 ml (obecné v 1/10
vychoziho objemu kultury) roztoku CaCly.

5. Takto pfipravené kompetentni buiiky lze pouZivat piiblizné jeden tyden. Pro dlouhodobé
uchovévani se k bunécné suspenzi ptida 1/10 objemu sterilniho glycerolu (4°C!) a suspenze se
zmrazi na -70°C.
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2. Pfiprava plazmidového vektoru pET28 SH3 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 rGzném
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 endonukledzou

Material: Eppendorfovy zkumavky, mikrocentrifuga, automatické pipety, Spicky, zafizeni pro
elektroforézu, transiluminator, restrikéni endonukledzy, Sté€pici pufry, sterilni destil. voda, TE
pufr, 70% a 100% etanol, QiaQuick PCR Purification Kit, purifikovand DNA vektoru
pET28 SH3 restrikéni endonukleazy Hindlll a Xhol.

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

| Koncentrace izolovaného vektoru: | |

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

Ponechame si alespoil 10 pl nestépeného vektoru jako kontrolu

Reagencie MnoZstvi (ul)
Voda
Pufr
Vektor
Enzymy
celkem 40 pl (objem restriktdz zanedbavame)

4. Defosforylace

Defosforylace se pouziva pro zvySeni ucinnosti klonovani a zamezeni znovuspojeni vektoru
aniz by doslo k zac¢lenéni inzertu.

1. K ptecisténé 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 fosfatit)

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 (5 690 bp).

| Koncentrace §tépeného vektoru: | |

5. Priprava inzertu

Jako cizorodou DNA lze pro klonovani v pET vektorech pouzit DNA z jakéhokoliv organismu
za predpokladu, Ze je tato DNA nativni a lze ji §t€pit n¢kterou z restrikénich endonukledz, jejiz
Stépné misto se nachazi v polylinkeru (velikost restrikénich fragmenti, které 1ze naklonovat, je
max. asi 10 kbp). DNA, ktera neni Zadnou z téchto RE §té€pena, by bylo nutné nejdiive upravit
tak, aby jeji konce byly s nékterou z RE kompatibilni - napf. pfipojenim spojek, adaptoru nebo
modifikaci koncti prostiednictvim PCR.

K naklonovéani lze pouzit DNA, ktera byla $tépena bud’ jednou RE, nebo dvéma rtiznymi RE -
v tomto piipad€ dojde k tzv. orientovanému zaclenéni restrikéniho fragmentu do vektoru, coz
ma fadu vyhod, napf. umoziuje restrikéni mapovani a sekvencovani z definované¢ho konce.
Pouziti DNA $tépené dvéma enzymy zabranuje jeji cirkularizaci a zvySuje pravdépodobnost
vzniku rekombinantnich plazmidi pfi ligaci vektorové a cizorodé DNA.

6. Vystépeniinzertu restrik¢ni endonukleazou

Material: Eppendorfovy zkumavky, mikrocentrifuga, automatické pipety, Spicky, zafizeni pro
elektroforézu, transiluminétor, restrikéni endonukleédzy, $tépici pufry, sterilni destil. voda, TE
pufr, 70% a 100% etanol, QiaQuick PCR Purification Kit, purifikovand DNA vektoru
pET21 GFP, restrikéni endonukledzy Hindlll a Xhol

Nejdiive stanovime orienta¢né koncentraci vektoru: 2 pl roztoku DNA zméfime na Nanodropu.

| Koncentrace izolovaného vektoru s inzertem GFP: | |

6 ng DNA vektoru pET21_GFP nastépime v objemu 40 pul reakéni smési prislusnou dvojici RE
(2 hod), abychom zabranili znovuspojeni ptecnivajicich koncii. Postupujeme dle navodu
k restriktazam. Pokud jsou koncentrace nizké, vynechd se objem vody.

Ponechame si alespoil 10 pl nestépeného vektoru jako kontrolu

Reagencie MnoZstvi (ul)
Voda
Pufr
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Vektor
Enzymy
celkem 40 pl (objem restriktdz zanedbavame)

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

| Koncentrace inzertu GFP po piedisténi: | |

7. Ligace:

Nejsnadnéji se klonuji DNA-restrikéni fragmenty, ziskané stépenim DNA dvéma riznymi RE. Pokud
se liguje DNA po $tépenim jednou RE, je vhodné provést defosforylaci vektoru, kterd podstatné snizuje
jeho recirkularizaci a zvysSuje vytézek rekombinantnich molekul. Pokud se defosforylace neprovede, je
mozné vytézek rekombinantnich molekul zvysit nastavenim optimalniho poméru koncentraci vektoroveé
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 fadé¢ pfirucek. Prakticky
1ze vyjit z poméru koncentraci inzert:vektor 1:1, 3:1 a 5:1, kde je znacna pravdépodobnost, Ze n¢ktera
z téchto smesi obsahuje pomér blizici se optimalnimu. K ligaci se nejc¢astéji pouziva T4-DNA-ligaza
(ptipadné i DNA-ligdza z E. coli, ktera vSak nespojuje tupé konce). V reakéni smési o celkovém objemu
se kombinuje obvykle 100-500 ng vektorové DNA se 100-500 ng cizorodé DNA. Ligacni pufr je
dodavan vyrobci jako 10x koncentrovany roztok (jeho slozkou je TRIS, DTT, BSA, ATP a Mg++).
Vlastni liga¢ni reakce ma teplotni optimum pti 37°C - pii této teploté jsou vsak konce nestabilni (s
tendenci k denaturaci), proto se ligace obvykle provadi pti teplotach 16-25°C, kdy je soudrznost koncti
VySSi.

Vysledek ligacni reakce je mozné demonstrovat elektroforeticky: po ligaci se vytvofi kromé
rekombinantnich plazmidovych molekul rovnéz vysokomolekularni frakce DNA, kterou Ize na gelu
dobfe rozpoznat: je dikazem, Ze enzym je aktivni. Material: DNA vektoru pET28 SH3 S$tépena RE,
cizoroda DNA (inzert GFP) §tépena RE, T4-DNA-ligaza, 10x liga¢ni pufr, mikrozkumavky, aut. pipety,
$picky, termostat na 16°C, mikrofuga

Koncentrace inzertu (768 bp):

Koncentrace plazmidu (5690 bp):

Postup:

1. Pripravime ligac¢ni smési obsahujici riizné poméry vektorové a cizorodé DNA (1:1, 3:1, 5:1, 1:3 a
1:5). Jako kontrolu pouZzijeme $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 pl).
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(Ptipadné dle navodu k ligaze)

ng vektoru * kb inzertu inzert
kb vektoru ~ vektor

ng Inzertu =

Vektor:Inzert Vektor pl Inzert pl HO

1:1

1:3

1:5

1:0

0:1

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

3. Pfidame:
- 5 pl 2x Rapid ligation Bufter
- 1U T4-DNA-ligazy

Nebo dle navodu piislusné ligazy (Pufr mize mit jinou koncentraci).

4. Po promichani inkubujeme 15 minut (mizeme 30 — 45 min.) pfi pokojové teplote.

8. Transformace kompetentnich bunék E. coli rekombinantni DNA

Ptipraveny konstrukt nejprve transformujeme do bunék TOP10F’, které neslouzi k expresi. V
téchto buiikach dochazi k vysoké frekvenci transformace a konstrukt je mozné ovéfit napt.
sekvenovanim.

1. Do mikrozkumavky se napipetuje 200 pl kompetentnich bunek. (V piipadé, ze se pouzivaji bunky

zmrazené na -70°C, nechaji se pozvolna rozmrznout pii pokojové teplot¢.)
2. Zkumavka se umisti do ledové lazné.

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

prida ke kompetentnim bunkam).
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Pridavame jednotlivé vSechny liga¢ni smési (5 smési), 10 pl TE pufru, 10 ul nestépeného plazmidu

fedéného TE pufrem, a celou procedurou nechame projit samotné kompetentni bunky.
4. Lehce se promicha a ponecha v ledové lazni 30 minut.

5. Bunky 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 ptidé se 1 ml LB bujonu.

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

8. Buiiky se centrifuguji 5 min p#i 1500 rpm (nebo 1 min pii 6000 rpm).

9. Supernatant se slije - vétSinou vsak ziistane ve zkumavce asi 100 pl supernatantu, ve kterém lze
buiiky resuspendovat.

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

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

11. Inkubace 24-48 h/37 °C

9. Ovéreni klond pomoci ,Colony PCR*

COLONY PCR

Pouzivame, pokud mame primery na amplifikaci klonovaného inzertu. Nejvhodnéjsi je pouZzivat tzv.
sekvenacni primery pro dany vektor, tzn. Primery nasedajici na sekvenci vektoru tak, Zze sméruji z levé
i pravé strany do sekvence inzertu. Velikost vysledného amplikonu nam pak velmi rychle ukdzZe, zda je
inzert v oCekavané velikosti a poutziji se také jako vychozi pro kontrolni sekvenaci inzertu. Pouzivame
OneTaqg® 2X Master Mix with Standard Buffer (BioLabs). Pfipravime jednu mastermix pro vice vzorkd,
potom rozpipetujeme po 25/50 pl na reakci. Templat se v kazdé reakci lisi, pfidavame az po
rozpipetovani.

Materidl: OneTaq® 2X Master Mix with Standard Buffer (BioLabs), pipety, Spicky, mikrozkumavky na
PCR, thermocycler, PCR H,0, primery: SH3up_S, SH3low nebo M13uni (-21)
TGTAAAAVGACGGCCAGT, M13rew (29) CAGGAAACAGCTATGACC

SloZzeni Master Mixu dle doporuceni vyrobce:

Component 25 pl reaction 50 ul reaction Final Concentration

10 uM Forward Primer 0.5 ul 1l 0.2 uM
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10 uM Reverse Primer 0.5 ul
Template DNA variable
OneTag 2X Master 12.5 ul

Mix with Standard Buffer

Nuclease-free water to 25 pl

1yl

variable

Uloha ¢&. 4

<1,000 ng

Jako templat pouzijeme kolonii transformant. Sterilni 100 pl Spickou se jemné dotkneme kolonie
(nenabrat agar) a resuspendujeme v reakéni smési.

Thermocycling conditions for a routine PCR:

STEP

Initial Denaturation

30 Cycles

Final Extension

Hold

TEMP

94°C

94°C

45-68°C

68°C

68°C

4-10°C

TIME

10 minute (dojde k lyzi bunék
varem)

15-30 seconds
15-60 seconds
1 minute/kb

5 minutes

Vzdy pouZzijeme pozitivni kontrolu (templatova DNA pro originalni amplifikaci inzertu, pro ovéreni
ucinnosti PCR). Jako negativni kontrolu mdzeme pouzit transformantu prazdného vektoru, pokud
jsme pouzivali prazdny vektor jako kontrolu transformace.

Klon ovéreny colony PCR pouZijeme na izolaci plazmidu pomoci kitu.

Pritomnost plazmidu a naklonovaného inzertu se ovéfi na ELFO.
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10. Transformace do expresnich bunék E. coli BL21 (DE3)

K 200 ul kompetentnich bunék pfidame 50 ng plazmidu s inzertem, ktery byl purifikovdn pomoci
komeréniho kitu. Dale postupujeme podle protokolu €. 8.

11. Indukce exprese

1. Bunky s E. coli BL21 (DE3) (pET28_SH3_GFP) naockujeme do 20 ml LB bujénu s kanamycinem (50
ug/ml) a nechaji se riist do ODggo=0,5

Do média pfidame IPTG do findIni koncentrace 0,4 mM

Inkubace 3-4 h pfi 30°C.

Buriky sto¢ime 4000 ot./10 min a resuspendujeme v 0,8 ml SM pufru.

Sonikace na ledu 30 min - medium level 1 min sonikace, 2 min pauza.

Po sonikaci se buriky stoci 4000 ot./10 min a oddéli se supernatant od peletu. Supernatant
pouzijeme ddle - purifikace proteinu.

ok wn

12. Purifikace proteinu na FPLC (Fast protein liquid chromatography)
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Schéma postupu:

1. Priprava inzertu

vystépeniinzertu z
vektoru, ovéreni na gelu,

2. Priprava vektoru 3. Priprava

Izolace vektoru, stanoveni komPEtentnICh bunek

Y wiviy s koncentrace
precisténi
v \ 4 A\ 4
precisténi, stanoveni St&peni vektoru, defosforylace, E. coli Top10F
koncentrace vyrezdni z gelu, stanoveni .
E. coli BL21 (DE3)
koncentrace

A 4

Ligace inzert + vektor

Transformace do bunék E.

A 4

coli Top 10F

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

Colony PCR ovéreny klon,
izolace vektoru pomovi
kitu

A 4

A\ 4

Transformace do bunék E.
coli BL21 (DE3)

Indukce exprese

\4

Funkcni test




