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Program praktického kurzu
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oligonukleotidem: oligonukleotidem — bunék plasmidovou vysledki, hodnoceni
odpoledne | transformace izolace plasmidové DNA. Alfa kurzu ucastniky.

mutovaného plasmidu
do bunky

DNA z kolonii,
oveéfeni mutace.

komplementacni test.




PCR kolonii

Princip:
Polymerazova fetézova reakce je metoda, kterd umoziluje namnozit pozadovanou a
specifickou sekvenci genomové DNA bez jejiho predchoziho klonovani ve vektorech.
Princip metody je zaloZen na replikaci nukleovych kyselin.
Podstatou je cyklicky se opakujici enzymova syntéza novych fetézct vybranych tiseki DNA
prosttednictvim termostabilni DNA-polymerazy.
Pozadovany usek DNA je vymezen dvéma oligodeoxyribonukleotidy (primery) o délce cca
18-25 nt. Tyto primery jsou navrzeny tak, aby se po denaturaci dsDNA vézaly na protilehlé
fetézce a vytvorily startovaci mista pro syntézu DNA.
Po pfidani DNA-polymerazy a dNTP probihd syntéza novych vladken na obou templatovych
fetézcich protismérné.
K syntéze DNA se pouzivaji termostabilni DNA-polymerazy izolované z termostabilnich
mikroorganismll. Tyto enzymy zUstdvaji v nativnim stavu i za teplot, pfi nichz DNA
denaturuje. To umoziuje, aby se syntéza DNA cyklicky opakovala.
Pribéh PCR lze rozdélit na tii cyklicky se opakujici déje s odliSnymi naroky na teplotu:

a) Denaturace dvouretézcovych molekul DNA (94°C)

b) Ptipojeni primert k oddélenym fetézcim DNA (30-65°C)

€) Syntéza novych fetézcti DNA prostiednictvim DNA-polymerazy (65-75°C)
Polymerazova fetézova reakce probihd v zafizeni nazyvaném termocykler. V ném se
automaticky podle pfedem zvoleného programu méni teplota v danych ¢asovych intervalech.
Postupnym opakovanim jednotlivych cykli dochazi k amplifikaci zvoleného tiseku DNA.
Pocet molekul roste vzhledem k poétu cykli exponencialng (2"; n = podet cyklt), vysledkem
muze byt az miliarda kopii vybraného tseku DNA.
Pouziti polymerazové fetézové reakce neni omezeno na izolovanou DNA, byly vyvinuty
techniky, které umoziuji amplifikovat zvoleny Gsek bez piedchozi separace nukleovych
kyselin. Toho se vyuziva naptiklad pfi tvorbé rekombinantnich plasmidua pti detekci
jednotlivych klont. Dalsi vyuzZiti této techniky spociva v ptimé identifikaci bakteridlnich
kmenii pomoci specifickych primert.
Pii PCR kolonii z agarové plotny sterilni Spickou odebereme dobte narostlou a oddélenou
kolonie, rozsuspendujeme ji v destilované vod¢ a preneseme do sterilni PCR zkumavky do
smési pro PCR vcetné termostabilni DNA-polymerazy. Prvni denatura¢ni krok pfi PCR
vyvola lyzi bakterii a uvolnénd DNA muze byt amplifikovana. Vytézek je nizsi nez pii pouziti
izolované DNA, ale dostate¢ny pro detekci jednotlivych klont.

Material a chemikalie:
- Plasmidova DNA (pBS, pPGM1)
- 10 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP
- Taq DNA polymeraza + pufr
- Primery
- TermocykKler
- Pipety, Spicky
- Ledova lazen
- Termostat
- Rukavice
- Agarosovy gel, pufr
- Elektroforetickd aparatura
- Zdroj napéti



- Dokumentac¢ni systém
Pracovni postup:

1 Z agarové plotny setfeme sterilni SpiCkou dobie narostlou kolonii a suspendujeme v 10
ul destilované vody. Ze suspenze odebereme 1 pl, ktery ptidime ke smési PCR.
Slozeni smési a mnozstvi jednotlivych komponent uvadi tabulka.

Zkumavky vlozime do termocykleru.
3 Termocykler naprogramujeme na nasledujici hodnoty:

N

a. Krok1:
I. denaturace 94°C 120 sec
ii. pocet cykli 1
b. Krok 2:
i. Denaturace DNA 94°C 30 sec
Il. Hybridiza¢ni primert s templaifovou DNA 65°C 30 sec
iii. Syntéza novych fetézcu 72°C 60 sec
Iv. Pocet cyklu 30

Spustime start.

4  Po skonceni amplifikace zkontrolujeme vytézek namnozeného tiseku pomoci gelové
elektroforézy. Na agarosovy gel naneseme po 5 pl reakéni smési vzorki. Délku
ziskanych fragmentli uréime porovnanim polohy signali s polohou fragmentt
markerové DNA o znamé velikosti. Vytézek odhadneme z intenzity fluorescence
srovnanim s fluorescenci znamého mnozstvi DNA.

5 Z délky ziskanych fragmentt

Pozn.:

1) V ptipad¢ odlisnych koncentraci vychozich komponent je tfeba piislusné objemy ptepocitat. Pokud produkty
PCR pouzijeme pouze jako kontrolni vzorky pro gelovou elektroforézu a nasim cilem neni dosahnout vysokého
vytézku, mizeme snizit objemy vSech latek 5-10 x, tj. PCR provadime v 10-20 pl. SniZeni spotfeby primerd,
templatové DNA i enzymu vede k finan¢nim tsporam. Abychom mohli pracovat v tak malych objemech, je
béznou soucasti, hrozi pti prili§ malych objemech vypaieni vzorki a jejich kondenzace na vicku
mikrozkumavky.

Nedoporucuje se provadét PCR v objemech vétsich nez 100 pl, protoze u velkych objemd je potieba delSich
inkubacnich Cast, aby bylo dosazeno stejné teploty ve vSech ¢astech vzorku. Protoze i termostabilni DNA-
polymeraza v priubéhu opakovanych cykld PCR postupné ztraci svou aktivitu, pfi prodlouzeni inkubacnich ¢ast
bychom museli do reakéni smési ptidat vice enzymu.

2) PCR je velmi citliva metoda, pomoci které dokazeme mnohonasobné zmnozit vybrany usek DNA, nachazejici
se ve vzorku ve velmi malém mnozstvi. Odvracenou tvaii obrovské citlivosti této metody je moznost vzniku
falesné-pozitivnich vysledki nebo nespecifickych produktii v pfipadé sebemensi kontaminace at’ uz pfimo
vzorku nebo prostiednictvim pipet, Spic¢ek, pfidavanych roztokl apod. Z tohoto divodu musime pii PCR dbat
zvySené opatrnosti, veSkeré roztoky pipetujeme sterilnimi Spi¢kami, pracovni plochu pfedem dikladné vycistime
a pfi manipulaci se vzorky nikdy nepracujeme bez rukavic.



Tabulka PCR:

Vzorek ¢.:

10

11

12

13

14

15

Plasmid pBS (100 pg/ml)
(Kolonie A)

Plasmid pPGM1 (100pg/ml)
(Kolonie B)

Plasmid c-myc (100ug/ml)
(Kolonie C)

10 x cc pufr pro Tag DNA-
pol.

Primer B500for (10 uM)

Primer B90O0 (10 puM)

Primer PU27 (10 uM)

Primer PY27 (10 uM)

Primer p53-CON (10 uM)

Primer p53-CON-com (10
HM)

Smés dNTP (10 mM)

1,2

1,2

1,2

1,2

1,2

1,2

1,2

1,2

1,2

1,2

1,2

1,2

1,2

1,2

1,2

voda

13,8

13,8

13,8

13,8

13,8

13,8

13,8

13,8

13,8

13,8

13,8

13,8

13,8

13,8

13,8




Detekce poskozeni DNA - detekce jednoretézcovych zlomi v plasmidové
DNA, detekce modifikace bazi

DNA, jako nositelka genetické informace, je v buiice vystavena Castym interakcim
s latkami, které ji mohou negativné ovlivnit. Tyto latky, které mohou pochdzet z bunééného
metabolismu nebo z vnéjsiho prostiedi, muzeme zjednoduSené rozdélit do dvou zakladnich
skupin:

1) Latky Stépici cukr-fosfatovou kostru

2) Latky modifikujici baze

Do prvni skupiny latek, fadime piedevsim radikaly a také oxidaéni Cinidla. Reakce
téchto latek s DNA vede vétsinou k jedno nebo dvou-fetézcovym zlomam.
Radikaly jsou ,,vedlejSim produktem* metabolismu a jsou v buiice velmi Casté. Jsou to velmi
reaktivni slouceniny a s DNA Vv butice reaguji pomérné Casto. Proto je v posledni dob¢ casto
zminovana dulezitost antioxidantt, které s radikaly a jim podobnymi latkami v bufice reaguji
a chrani tak nejen DNA pfed Casto ireverzibilnim poSkozenim.
Zlomy v DNA jsou snadno detekovatelné pomoci gelové elektroforézy. Pieruseni fetézce
DNA vede ke zméné jeji elektroforetické mobility. Plasmidova DNA je totiz ve své nativni
formé v tzv. superhelikdlni — nadSroubovicové konformaci (scDNA). Tato forma se vyznacuje
velkou kompaktnosti (molekula DNA zaujima pii stejné hmotnosti mensi objem oproti tzv.
oteviené kruznicové ocDNA), proto migruje agarozovym gelem rychleji. Pfi pferuSeni
jednoho z fetézcti dvousroubovice dojde k prechodu z kompaktni scDNA do rozmérnéjsi
ocDNA.
Zménu si muzeme predstavit jako rozmotani klubka s bavinkou a snahu protahnout
kompaktni klubko, nebo nekompaktni shluk stejn¢ velkym otvorem malych rozméri.

Do latek poskozujicich (modifikujicich) baze spadd pomérné¢ velkd a riznoroda
skupina chemikalii. Nej¢ast¢js$i modifikace vyvolavaji latky s oxidacnim, ptipadné alkylaénim
mechanismem pusobeni. Zvlasté v ptipadé methylaci mohou byt fyziologické disledky velmi
vazne, protoze nativni methylace DNA hraje vyznamnou ulohu v epigenetickych regulacnich
procesech.

Buniky maji pro opravu poskozené DNA vyvinut pomémé rozsahly aparat enzymd.
Proces opravy probiha zpravidla podle schématu rozpoznani modifikace —> vystiizeni
modifikované baze (nukleotidu) -> doplnéni chybé&jici baze (nukleotidu) podle
komplementarniho fetézce -> ligace preruseného tetézce (pokud k preruseni doslo).

Chceme-li vyuzit repara¢nich enzymii pro detekci poskozeni DNA, vynechavame
posledni dva kroky. Vystfizeni modifikovaného nukleotidu vede zpravidla k pferuseni
cukrfosfatové patefe DNA a tedy k pfechodu do ocDNA.

Pro vytvofeni volnych radikalli v laboratornich podminkich nejCastéji vyuzivame tzv.
Fentonovy reakce:

Me™ + H,0, -> Fe"™™ + OH + OH"
Ve cviceni bude ke $tépeni DNA pouZit roztok manganistanu draselného, jako druhé
Stépici agens pouzijeme hydroxylové radikaly, generované meédnatymi ionty (analogie
klasické Fentonovy reakce).

Pro detekci modifikace bazi DNA vyuZijeme dimethylsulfat (methylace guaninu) a
reparacni enzym Endonukleéza III.

Material:

¢ Roztok méd’natych iontd (50mM)



e Zasobni roztok KMnO, (0,1M)

e Fosfatovy pufr pH 7,4 (0,2M)

e Plasmidova DNA (pBluesktript (SK"))
e TAE (50x)

e Peroxid vodiku (H20,)

e Dimethyl sulfat 1% (DMS)
Endonukleéza III + pufr

3M octan sodny

96%, 70% ethanol

Agardza

Nanaseci pufr

Minicentrifuga

Termostat

Aparatura pro gelovou elektroforézu
Chemické sklo

Mikrozkumavky

Automatickeé pipety, Spicky
Destilovana voda

Pracovni postup:

A) Vliv oxidaénich ¢inidel

1) Ptipravime si koncentra¢ni fadu roztoku manganistanu draselného v koncentracich:
100 mM, 50 mM a 10 mM.

2) Do mikrozkumavek 1-4 napipetujeme dle tabulky

3) Kratce zcentrifugujeme (5 s, pomoci tlacitka ,,shortspin®)

4) Vse nechame inkubovat na 37°C po dobu 30 min.

5) Do vSech mikrozkumavek napipetujeme 5 pl nanaseciho pufru.

6) Cely objem reak¢ni smési naneseme na pfipraveny agarozovy gel.

Tab. 1 — Rozpis pipetovani pro KMnO,4

Zkumavka 1 Zkumavka 2 Zkumavka 3 Zkumavka 4

(kontrola)
DNA (200ng/pl) 1 pl 1 ul 1 pl 1l
Fosfatovy pufr 5ul S5ul 5ul S5ul
(200 mM)
KMnO,4 2ul (100 mM) | 2 ul (50 mM) | 2 pl (10 mM) -

H.0 12 pul 12 ul 12 ul 14 ul




B) Vliv volnych radikala

1) Piipraveny roztok méd’natych ionta zfedime na 10 mM.
2) Roztok peroxidu ziedime na 0.3%
3) V mikrozkumavce smichame:

Zkumavka 5 Zkumavka 6 Zkumavka 7
DNA (200ng/ul) |1 pl 1 ul 1 ul
cu”* 2 ul 2ul -
HzOz 2 },ll - 2 },ll
H-,0 15 ul 17ul 17ul

4) Kratce zcentrifugujeme (5 s, pomoci tlacitka ,,shortspin‘)

5) Inkubujeme po dobu 30 minut pii 37°C.

6) Do vsech mikrozkumavek napipetujeme 5ul nanaseciho pufru
7) Naneseme na piipraveny agarozovy gel.

8) Do osmého startu naneseme 3 pl standardu (generuler)

1 2 3 4 5 6 7 8

Obr.1: Poskozeni plasmidové DNA ptisobenim manganistanu draselného. (1) Kontrola DNA, (2) DNA + 12
mM KMnO4, (3) DNA + 6 mM KMnO4, (4) DNA + 3 mM KMnO4, (5) DNA + 2 mM KMnO4, (6) DNA + 1
mM KMnO4, (7) DNA + 0,1 mM KMnO4, (8) DNA + 0,01 mM KMnO,.

C) Detekce modifikace bazi

1) V mikrozkumavce smichame
e 5ul DNA
e 2ul fosfatového pufru
e 2ul 1% DMS
e 11ul H,O
2) Pro negativni kontrolu ptipravime stejnou smés, roztok DMS nahradime dest. vodou
3) Smés nechame inkubovat 30min pii 37°C
4) Do obou zkumavek ptidame 5ul 3M octanu sodného a 80 pl 96% ethanolu
5) Zkumavky nechame inkubovat 20min na -80°C
6) Centrifugujeme 30min pii 14500 x g
7) Odpipetujeme obsah zkumavky a nechame minutu schnout dnem vzhiiru na filtracnim
papiru (ubrousku)
8) Pridame 80 pl 70% ethanolu a centrifugujeme 15min pii 14500 x g



9) Odpipetujeme obsah zkumavky, nechame minutu schnout dnem vzhiru a vlozime na

5min do exikatoru

10) Do obou zkumavek pridame 30 pl dest. vody, chvili protfepeme na vortexu

Body 4-10 slouzi k tzv. srazeni DNA, pomoci tohoto postupu se DNA v organickém prostiedi
usadi jako srazenina na dn¢ zkumavky a zbytek reakcni smési je odstranén. V tomto piipadé
provadime srazeni, abychom si byli jisti, ze z reakéni smési odstranime nezreagovany DMS,
ktery by mohl inhibovat ¢innost reparacnich enzymi, které pouzijeme v dal§im kroku.

11)
12)

13)
14)
15)
16)

Z obou zkumavek odebereme 15 pl smési a pfeneseme do dvou Cistych eppendorfek
K obéma novym zkumavkam ptiddme 2 pl pufru pro Endo Il a 3 pl roztoku enzymu
(nafedéného na koncentraci 1u/pl)

Smés nechame inkubovat 30min pti 37°C

Ptipravime si 1% agarozovy gel

Ke smésim pridame vzdy 1/6 objemu nanéaseciho pufru

Naneseme tak, aby dvojice vzorkil (s enzymem a bez enzymu) byly na gelu vedle
sebe.

1 2 3 4 5 6

Obr.2: Detekce modifikace bazi za vyuziti Endo III — drahy 1) Kontrolni DNA 2) DNA + 0.1%DMS 3) DNA
+ 0.1%DMS + 1U Endolll 4) DNA + 0.1%DMS+3U Endolll 5) DNA + 0.1%DMS + 5U Endo 111 6) DNA +
5U Endo 111



Mutageneze Fizend oligonukleotidem

Metody mistné fizené mutageneze nam dovoluji zavést in vitro mutaci ptimo do zvoleného
mista. S rozvinutim téchto metod jiz nejsme odkazani na ndhodnou tvorbu mutantti a jejich
zdlouhavé testovani, zda se mutace nachazi ve zvoleném misté.

Mistné fizenou mutagenezi Ize provadét nékolika zplisoby. Muzeme napt. z DNA restrik¢nich
endonukledz vystépit urcity tisek a ten nahradit uméle ptfipravenym tsekem s mutaci

V pozadovaném misté. Dal§i mozZnosti je vyuzit skutecnosti, ze pfi nizsi teploté spolu
hybridizuji i nukleové kyseliny, které v malém procentu nukleotidl nejsou spolu
komplementarni. Pti tomto zpisobu pouzijeme dostate¢n¢ dlouhy oligonukleotid, ktery
obsahuje pozadovnou mutaci a ten nechame hybridizovat s jednofetézcovou DNA obsahujici
cilové misto pro oligonukleotid. Oligonukleotid slouzi jako promer pro dosyntetizovani
druhého fetézce vektoru. Tim mame mutaci zavedenou do jednoho vldkna, které je tieba
izolovat a pouzit pro syntézu vldkna komplementarniho. Tento zptsob se ¢sto pouziva

V ptipad¢, ze vektorova DNA je odvozena od faga M 13, jehoz DNA se v zavislosti na
zivotnim cyklu faga nachazi v jednofetézcové nebo dvoutetézcové formé.

Druhy zptisob mutageneze I1ze v nékterych ptipadech znaéné zjednodusit a zavést mutaci do
obou vlaken soucasné. Postup je nasledujici: K plasmidové DNA piidame dvojici
komplementarnich oligonukleotidd, které obsahuji mutaci v pozadovaném misté€ a s t€émito
oligonukleotidy, které slouzi jako primery, provedeme PCR, pfi které je hybridiza¢ni teplota
snizena tak, aby se oligonukleotidy véazaly na patfi¢na mista plasmidu. K syntéze
dostate¢ného mnozstvi DNA s mutaci zcela postacuje 12-15 cykli. Po skonceni PCR mame
ve smési (1) DNA obsahujici oba ptivodni fetézce, (2) hybridni DNA s jednim fetézcem
puvodnim a druhym fetézcem syntetizovanym ve zkumavce a obsahujicim mutaci a kone¢né
(3) molekuly DNA, jejichz oba fetézce obsahuji pozadovanou mutaci. Nyni potiebujeme
rozlisit a oddélit molekuly (1) a (2) od molekul (3). To provedeme zcela jednoduse piidanim
restrikéni endonukledzy Dpnl. Rrestrikéni endonukledza Dpnl §tépi uvniti ¢tyinukleotidové
sekvence 5'-GMPATC-3". Je specificka pro metylovanou a hemimetylovanou DNA. ProtoZe
DNA syntetizovana pomoci PCR neobsahuje Zaddné metylované adeniny, degraduje Dpnl
specificky pouze ty molekuly, které obsahuji aspon jedno vldkno ptivodni, tj. bez mutace.
Molekuly DNA s obéma mutovanymi fetézci §té€peny nebudou. Tim je zajisténo, Ze pro
transformaci bunék budou pouZity a v buiikach se budou ampolifikovat pouze plasmidové
molekuly obsahujici mutaci.

Princip metody je zndzornén na obr. 1.



Krok 1

Priprava plasmidu

Krok 2

PCR s mutagennimi primery Mutagenni primery

Krok 3 2N Mutovany plasmid
LG AN Syt : ) (ohsahuje nikované
stépeni materskeé (puvodni, ,,/,7/;., K tioovE Fetdnse)

nemutované) plasmidoveé DNA =

Krok 4
Transformace mutovaného \. 4
plasmidu do bakterialnich bunék “H

Obr. 1: Postup pfi mutagenezi fizené oligonukleotidem



Pracovni postup:

Mistné fizenou mutagenezi provedeme v restrikénim misté pro ECoRI.
PUVODNI SEKVENCE:

5'-GCT TGATAT CGA ATT CCT GCA GCC CGG GGG-3°
3’-CGAACT ATAGCT TAAGGA CGT CGG GCC CCC-57

MUTOVANA SEKVENCE:
5'-GCT TGA TAT CGA AGT CCT GCA GCC CGG GGG-3”
3'-CGAACT ATAGCTTCAGGACGTCGG GCc cce-5

1. Pro PCR piipravime podle tabulky sadu zkumavek, které se budou li§it mnozstvim

N

templatové DNA:
Vzorek &.: " 1 2 3 4
Plasmid (10 pg/ml)
0,5 1 2 5
Mutagenni primer
SDM (10 uM) 1,5 1,5 1,5 1,5
Mutagenni primer
SDM-com (10 uM) 1,5 1,5 1,5 1,5
Smés ANTP (10 mM)
1 1 1 1
10 x reak¢ni pufr
5 5 5 5
dest. voda
40,5 49 39 36

Do vSech zkumavek piidame 1 pl Pfu DNA polymerazy (2-3 U/ pl).
Na PCR termocykleru nastavime nasledujici parametry pro amplifikaci:

Krok 1 — denaturace: 95°C 30 sec 1 cyklus

Krok 2 — amplifikace: 95°C 30 sec
55°C 1 minuta
68°C 3 minuty (1 minuta/kb délky plasmidu)
12 cykli

Po skonceni amplifikace umistime zkumavky na dvé minuty do ledové lazné¢,
abychom reakéni smés ochladili na <37°C.

Ptidame 1 pl restrik¢éni endonukleazy Dpnl (10 U/ul) ptimo do kazdé zkumavky

s amplifikovanym plasmidem. Jemné, ale peclivé promichame Spickou reakéni smés
(nevortexujeme).

Stoc¢ime reakcni smés v mikrocentrifuze 1 minutu a vlozime zkumavky do termostatu
na 37°C na 1 hodinu. Dpnl rozstépi plivodni (nemutovanou) DNA, ale ne
amplifikovanou DNA. Dtivodem je, Ze ptiivodni DNA, izolovana z bakterii, je

Vv cilovych mistech pro Dpnl (GM°ATC) metylovana (postreplikacni modifikace), coz
je nezbytné pro rozpoznani a Stépeni dané sekvence. DNA syntetizovana
polymerazovou fetézovou reakci metylace postrada.

Opatrné rozmrazime kompetentni bunky v ledu. Pro kazdou kontrolu nebo vzorek pro
transformaci pouzijeme alikvot 40 ul ve vychlazené 1,5 ml zkumavce.



8. Preneseme 1 pul DNA z kazdého vzorku do oddé€lenych alikvoti kompetentnich bunék.
Jemné transformacni reakce promichame a inkubujeme v ledu 30 minut.

9. Zkumavky vlozime na 45-60 sekund do lazn¢€ vyhiaté na 42°C a potom je umistime na
2 minuty do ledu.

10. Ptidame 250 ul LB (SOC) média vytemperovaného na 42°C a za mirn¢ho tfepani
(225-250 rpm) inkubujeme pii 37°C po dobu 1 hodiny.

11. Na agarovou plotnu s ampicilinem naneseme 250 pl transformovanych bunék a
inkubujeme pti 37°C po dobu > 16 hodin.

Izolace a ovéreni uéinnosti mutageneze:

Ov¢rit ucinnost mutageneze mizeme nékolika zpiisoby. Nejpiesn€jsi zplisob je sekvenace
DNA v misté predpokladané mutace. To je vSak narocné bud’ na vybaveni nebo ¢as, ptipadné
oboji. Abychom S$ettili material a finance, nejdiive provedeme selekci vzorku a z nich
osekvenujeme (piip. nechdme sekvenovat) pouze ty, u nichz predbézné testy poskytly
pozitivni vysledek.

Pokud mutageneze probéhla v misté rozpoznavaném a Stépeném restrikéni endonukleazou, lze
mutaci detekovat St€épenim izolované DNA piislusnou restriktazou. Zména v cilovém misté se
projevi zménou $tépeni danou restriktdzou. Obdobné muizeme restriktdzu pouzit i v piipadé,
ze mutaci vzniklo nové restrikéni misto.

Dalsi moznosti je provést PCR kolonii se specifickymi primery.

Izolace plasmidové DNA pomoci centrifuga¢nich kolonek

Princip:

Pro 1zolaci plasmidové DNA je mozné pouzit nejen kolonky, u kterych je k precisténi
a uvolnéni zachycené plasmidové DNA vyuzivano piirozené gravitacni pole. Na trhu jsou
k dispozici izolaéni kity, které vyuzivaji odstiedivou silu vznikaji pfi centrifugami. Princip
izolace je obdobny jako v ptfipad¢ gravitacnich kolonek. Pouziti vys§iho pfetizeni ndm vsSak
umoziuje zkratit Cas pottebny pro izolaci na 20-30min. Na druh¢ stran¢ centrifuga¢ni kolonky
maji nizsi kapacitu, izolaci proto ziskdme mensi mnozstvi DNA.



Pracovni postup:

1.

ok~

Z agarové plotny pfeneseme pomoci sterilni $picky (mikrobiologické klicky, paratka)
dobfte narostlou kolonii do 3 ml LB média s ampicilinem. Inkubujeme ~ 3 hodiny pfi
37°C za mirného tfepani.

V centrifuze sto¢ime 1-5 ml bakteridlni kultury kultivované v LB médiu. Centrifugami
provadime 30 sekund pii 11 000 x g. Odstranime supernatant, pokud mozno
kompletné.

Ptidame 250 pl pufru Al. Resuspendujeme bunécny pelet na vortexu. Pro u¢innou
izolaci je nutné, aby v suspenzi nezlstaly viditelné shluky bunck.

Ptidame 250 pl pufru A2. Promichame pfevracenim zkumavky dnem vzhuru a zpét 6-
8X. Nevortexujeme! Inkubujeme pii pokojové teploté 5 min.

Pfidame 300 ml pufru A3. Opét jemné zamichame pievracenim zkumavky (6-8X).
Nevortexujeme!

Centrifugujeme 5 — 10 min pii 11 000 x g pii pokojové teploté.

Vlozime NucleoSpin®Plasmid kolonu do 2 ml sbémé zkumavky a naneseme
supernatant z bodu 3 na kolonu. Centrifugujeme 1 min pfi 11 000 x g. Odstranime
protekly roztok.

Vlozime NucleoSpin®Plasmid kolonu zpét do sbérné zkumavky a pridame 600 pl
pufru A4. Centrifugujeme 1 min pfi 11 000 x g. Roztok prosly kolonou odstranime.
Abychom dostatecné vysuS$ili membranu, na které je plasmidovd DNA navazéna,
vlozime NucleoSpin®Plasmid kolonu zpét do prdzdné sbémé zkumavky a
centrifugujeme dal§i 2 min pfi 11 000 x g. Tento krok zabezpeci odstranéni zbytka
etanolu, ktery je soucasti promyvaciho pufru A4. Etanol mtiZe inhibovat enzymatické
reakce, ke kterym muize byt izolovand DNA pouzita.

VloZime NucleoSpin®Plasmid kolonu do 1,5 ml mikrocentrifugaéni zkumavky a
ptidame 50 ul pufru AE. Inkubujeme 1 min pii pokojové teploté. Centrifugujeme 1
min pii 11 000 x g.

Opakovanim tohoto kroku miiZeme dosdhnout zvySeni vytézku o 15-20%. Eluce mlize
byt provadéna destilovanou vodou nebo TE pufrem.



Plasmid DNA Purification
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Obr. 2: 1zolace plasmidové DNA pomoci centrifugaénich kolonek



Ovéreni mutageneze:

Plasmid budeme $tépit restrikéni endonukledzou EcoRI. Jako kontrolu vezmeme plvodni
plasmid, ktery jsme pouzili pro mutagenezi. Vysledky restrikéniho $t€peni naneseme na 1%
agarosovy gel. Piivodni DNA by méla byt ptfevedena z sc formy na linedrni formu, mutovany
plasmid by restrik¢éni endonukleazou nemé¢l byt St€pen (mutace probéhla v cilovém misté pro
EcoRl).

1) Do mikrozkumavky napipetujeme 3 ul naizolovaného plasmidu (cca 0,5 pg), pridame
2 ul 10x koncentrovaného pufru pro EcoRI, destilovanou vodu a EcoRlI (cca 1-2 U).
Vysledny objem ¢ini 20 pl. Jako kontrolni vzorek pouzijeme plasmidovou DNA
S ptivodni nemutovanou sekvenci.

2) Vzorky vlozime do termostatu na 37°C a nechame 60 minut inkubovat.

3) Mezitim si pfipravime 1% agarosovy gel v 1X TAE. Po vychladnuti gel zalijeme
elektroforetickym pufrem (1x TAE).

4) Vzorky vyjmeme z termostatu, ptidame k nim 4 ul 6x koncentrovaného nanaseciho
pufru. Na gel naneseme po 10 pl.

5) Elektroforézu provadime 60 minut pii 120 V.

6) Po skonceni elektroforézy gel obarvime v roztoku ethidiumbromidu (rukavice!),
promyjeme Vv destilované vodé a zdokumentujeme na dokumenta¢nim systému.

7) Porovname vysledky $tépeni mutovanych vzorkt se vzorkem kontrolnim.



Piiprava kompetentnich bunék a transformace plasmidové DNA do bakterii

Princip:

V laboratofi Casto nastava situace, kdy je tieba uméle upravenou DNA vpravit do

bakteridlnich bun¢k, kde se pomnozi. Bylo vypracovano nékolik technik, které se lisi
pouzitymi pufry, zptisobem pfenosu DNA do bun€k a v neposledni fadé i i€innosti.

Nejcéastéji pouzivanou technikou je transformace. Ta vyzaduje tzv. kompetentni

bunky, které se pifipravuji inkubaci bakteridlnich bun¢k v pfitomnosti napt. vapenatych ionta
pti 0°C. Po kratkém zahtati na 42°C DNA vstupuje do bakterii.

Dalsi metodou je elektroporace, pfi které je roztok, v némz jsou bakterie spou s DNA,

vystaven kratkému elektrickému impulsu o vysokém napéti. Impuls vytvoii v bakteridlni
stén¢ pory, kterymi se DNA dostane dovniti buné¢k.

Material:

plotnu s narostlymi koloniemi bakteridlniho kmene, ktery chceme pouzit
k transformaci

0,1 M CaCl,

MgCl,-CaCl;, (80 mM MgCl,, 20 mM CaCl,)

LB médium (ptipadné¢ SOB)

SOC médium

agarové plotny s SOB médiem, 20 mM MgSQy, selekénim antibiotikem
centrifuga

sterilni polypropylenové kyvety 50 ml

sterilni mikrozkumavky

vodni lazen 42°C

termostat 37°C

pipety

rukavice

sterilni §picky

Pracovni postup:

a) priprava kompetentnich bunék kalciovou metodou

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Z agarove plotny setfeme oddélenou, dobie narostlou kolonii a pfeneseme ji do 100 ml
LB média. Inkubujeme kulturu p#i 37°C do dobu 2-3 hodin za intenzivniho tfepani.
Nadoba, ve které kultivace probihd, ma mit objem minimalné 5 x vétsi neZ je objem
média.

Ptelijeme bakterialni kulturu do sterilnich vychlezenych 50 ml velkych
polypropylenovych zkumavek. Ulozenim kultury do ledové lazn€ na 10 minut ji
vychladime na 0°C.

Centrifugaci pii 4000 rpm a 4°C po dobu 10 minut shromézdime bakteridlni bunky na
dné centrifugacni kyvety.

Opatrné slijeme supernatant. Postavime kyvety dnem vzhlru na filtra¢ni papir nebo
buni¢inu a nechame je v této poloze 1 minutu, abychom se zbavili poslednich zbytki
kultiva¢niho media.

Bakterie vkazdé 50 ml kyveté resuspendujeme jemnym tfepanim v 30 ml
vychlazeného (0°C) roztoku MgCl,-CaCl,.

Zkumavky vlozime na 10 minut do ledové lazné.



7)
8)

9)

Centrifugujeme pii 4000 rpm, 4°C po dobu 10 minut.

Slijeme supernatant z kyvet. Obratime zkumavky dnem vzhlru a postavime je na
filtra¢ni papir nebo bunicinu. V této poloze je nechame po dobu 1 minuty, aby vytekly
zbytky supernatantu.

Pelet v kazdé kyveté resuspendujeme ve 2 ml 0,1 M CaCl, vychlazeného v ledové
lazni.

10) Bakterie v CaCl, rozdélime po 50-200 ul do sterilnich mikrozkumavek. Jednotlivé

alikvoty mizeme pouzit pfimo k transformaci nebo je mizeme zamrazit na —70°C.
Pokud s buikami nemuizeme pracovat ihned, mizeme je vtomto stadiu 1-2 dny
uchovavat pii 4°C. U¢innost transformace u téchto bunék béhem 12-24 hodin vzroste
4-6 x, potom se vraci na svou pivodni hodnotu.

b) transformace bakteridlnich bunék

1)

2)

3)
4)

5)

6)
7)

K 200 pl bakterii ve vychlazeném 0,1 M CaCl, pfidame DNA (maximalné 50 ng
v objemu 10 pl nebo mensim). Jemné zamichame a inkubujeme 30 minut v ledu.
Pfeneseme zkumavky do vodni lazné temperované na 42°C. Ponechdme je v lazni

piesné 90 sekund.
Teplotni Sok je kriticky krok celého postupu. Pro G¢innou transformaci je tieba dodrzet co
mozné pfesné teplotu i Cas. Pfi kratSich Casech je t€innost transformace snizend, pfi delSich
¢asech nastava odumirani bakterii.

Rychle pfeneseme zkumavky zpét do ledové lazné na 1-2 minuty.

Do kazdé mikrozkumavky ptidame 800 pl SOB média. Vzorky inkubujeme 45 minut
pii 37°C, abychom bakteriim umoznili se vzpamatovat a obnovit svou bakteridlni
sténu.

Na agarovou plotnu obsahujici SOB médium s 20 mM MgCl, a antibiotikem, proti
némuz transformaci bakterie ziskaly resistenci, vysejeme 100-200 pul
transformovanych kompetentnich bunék. Kulturu pomoci sterilni, zahnuté sklenéné
ty¢inky rovnomérn¢ rozetfeme po celém povrchu plotny.

Plotny ponechame pii pokojové teploté, dokud neni veskera kapalina absorbovéna.
Obratime plotny dnem vzhlru a inkubujeme pifi 37°C. Kolonie transformovanych
bakterii se objevi za 12-16 hodin.

Pozn.: Jak priprava kompetentnich bunék, tak transformace musi probihat sterilnim zptisobem, aby nedoslo ke
kontaminaci.



Interakce DNA-protein

Princip:

Geneticka informace je v bunkach ulozena v DNA, K replikaci DNA a exprese gend je
krom¢& DNA zapotiebi molekul, jejichz funkce spociva v realizaci téchto pochodl na zaklade
informace obsazenych v DNA. Realizatory replikace DNA a exprese gentll jsou proteiny, které
se vazou na DNA, replikuji ji, pfepisuji jednotlivé geny, odbourdvaji nukleové kyseliny,
opravuji poskozené useky, svou vazbou aktivuji nebo deaktivuji specifické oblasti DNA,
ucastni se regulace bunééného cyklu apod.

Abychom byli schopni porozumét Gcéasti a role specifickych proteinti v bunéénych
procesech, je nezbytné poznat a pochopit mechanismy interakce téchto proteinti s nukleovymi
kyselinami. U&elem provadénych experimentii je identifikovat sekvenci a strukturu oblasti
DNA, ke kterym se dany protein vaze, specifikovat vazebné domény proteinu, pomoci nichz
dochazi k vazb¢é na DNA, poznat podminky in vitro a in situ, které jsou vyzadovany pro vznik
ucinné vazby.

Krom¢ jinych zplGsobli mizeme interakci DNA-protein zkoumat pomoci gelové
elektroforézy nebo tzv. ,,footprintingu®. V prvnim ptipad¢ do reakéni smési k testované DNA
pfiddme zkoumany protein, nechdme inkubovat a na agarosovém nebo polyakrylamidovém
gelu zjistujeme, zda se mezi pouzitou DNA a proteinem vytvofila dostatecné pevna vazba.
Interakce se projevi snizenim elektroforetické mobility komplexu DNA-protein ve srovnani
s mobilitou samotné DNA. Jde tedy o detekci interakce na trovni celé molekuly DNA,
vyznam této metody spocivé v testovani, zda pouzitd DNA obsahuje sekvenci nebo strukturu
nezbytnou pro vazbu proteinu, miizeme ji pouzit ke stanoveni ostatnich faktorti nezbytnych
pro vazbu proteinu na DNA, napt. pH, iontova sila, pfitomnost nebo absence specifickych
iontl, oxida¢né-reduk¢ni stav proteinu, specifické modifikace aminokyselin v proteinu, vazba
mutantnich proteinti apod.
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Obr.11.1: (A) Agarosovy gel ukazujici vazbu proteinu p53 na superhelikalni DNA. V draze jedna je kontrola -
DNA bez proteinu p53, drahy 2-4 zobrazuji komplexy DNA-p53 za riznych experimentalnich podminek. Vazba
proteinu p53 na DNA se projevi snizenim elektroforetické pohyblivosti DNA. Vice elektroforetickych prouzkt
Vv drahéch je zptisobeno vazbou rizného mnozstvi molekul proteinu p53 na molekulu DNA.

(B) Imunologické vyhodnoceni experimentu po pfeneseni proteinu p53 z gelu na membranu.
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Material a chemikalie:

DNA

Protein p53

vazebny pufr

ledova lazen

Agarosa

0,33x TBE

elektroforeticka aparatura

zdroj napéti

mikrozkumavky, $picky, pipety

Pracovni postup: vazba proteinu p53 na superhelikalni DNA a linearni DNA

1.

2.
3.

o

Do zkumavky napipetujeme 0,2 ug DNA, 2 ul 10 x koncentrovaného vazebného pufru
a 0,1 ug proteinu p53. Vodou doplnime na objem 20 pl.

Vzorky nechdme 20 minut inkubovat v ledové lazni.

Ke vzorkiim ptfidame 4 pl 6 x koncentrovaného nanaseciho pufru a naneseme na 1 %
agarosovy gel s 0,33 x BBE pufrem.

Gelovou elektroforesu provadime ve vychlazeném pufru. Podminky elektroforézy:
0,33 x TBE, 4°C, 120 V, 3 hodiny.

Po skonceni elektroforézy gel obarvime v roztoku EtBr o koncentraci 1 ug/ml,
vymyjeme EtBr nenavazany na DNA a zobrazime pod UV svétlem.

Vysledky zaznamendme a uloZime v dokumenta¢nim systému.

Po vyfoceni gel pouzijeme pro vakuovy proteinovy pienos na nitrocelulosovou
membranu.



