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130 7 Quality Control for RNA Preparations
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Assessment of the integrity of RNA samples. (a) Minigel (7 x 8 cm) electrophoresis ofm

RNA isolated from exponential culture of Saccharomyces uvarum. Total RNA (5 pg) was
prepared from a log-phase culture, using the yeast RNA isolation protocol found in Chap-
ter 5. Purified yeast RNA was then electrophoresed in a 1% agarose ~formaldehyde gel.
The clear definition of the ribosomal 28S and 18S rRNA species in lanes 1, 2, 4, and 6
demonstrates the integrity of the sample. RNA Ladder (3 pg; Gibco BRL) was loaded
into lane 3 to provide size standards. Lane 5 was left empty. (b) Medium-size gel (12 x 14
cm) electrophoresis of RNA. Samples were formaldehyde denatured and electrophoresed
in a 1% agarose gel for 4 h at 50 V. Samples in lanes 1 and 3 are degraded, most likely due
to RNase contamination. The sample in lane 2 is high-quality RNA, with minimum
smearing above, between, and below the 28S and 18S rRNAs.

SYBR Green II staining of RNA samples. Fluorescence confined to a well into which
sample was loaded strongly suggests genomic DNA contamination.



Determination of Nucleic Acid Concentration and Purity 97
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FIGURE 8

Typical UV absorbance spectrum of purified RNA. The spectrophotometric profile for
purified DNA is similar. Note the positive slope of the curve below 260 nm and the nega-
tive slope above 260 nm.

dsDNA-p o mNE/ARA= 1,8, RNA-p 0 MmN/ ARy= 2,0
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Metody hybridizace
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Southernuv blotting

7 WikiSkript

Southernuv blotting a jeho vyuziti,
odvozené metody

jednotku hmotnosti, takZe se déli na agar6zovych

Obsah

. 5 . . - .. m 1 Southernuv blotting a jeho
vykonnym nastrojem pro rozdélovani makromolekul it : 3
vyuziti, odvozené metody

s raznou velikosti a ndbojem je gelova elektroforéza m 1.1 Analjza DRA

molekuly DNA maji v podstaté stejny naboj na pomoci Southernova

b lvakrylamidovych gelech témeF vyhradné blottingu
nebo polyakrylamidovych gelech témér vyhradn€ na = 1.2 Analyza RNA

zakladeé své velikosti nebo konformace

s 5 : ) N " pomoci northernového
agardzové a polyakrylamidové gely pusobi jako

w2 p A : blottingu
rnolekuldrfn Sltal kt«,ra, zpomaluji priuchod velkych = 1.3 Anal¥es proteind
molekul vice nez malych p
3 ; : o 2 westernovym
agarozové gely jsou vhodngé&jsi sita pro velké "
prenosem

molekuly (nad né&kolik set nukleotidil), zatimco
. , . o . .. m 2 Odkazy
polyakrylamidové gely jsou lepsi pro rozdélovani

218 isejici ¢lank
malych molekul DNA - e LS

m 2.2 Pouzita literatura

Analyza DNA pomoci Southernova blottingu

v roce 1975 publikoval E. M. Southern diileZity novy pracovni postup, ktery umoznil zjistit
umisténi genti a jinych sekvenci v restrikénich fragmentech separovanych gelovou
elektroforézou

zakladnim rysem této metody je prenos molekul DNA separovanych gelovou elektroforézou
na nitrocelulézovou nebo nylonovou membranu

takovy prenos DNA je nazyvan Southerniv pifenos

DNA je bud’ pied, nebo béhem pienosu denaturovana tim, Ze je gel umistnén do zasaditého
roztoku

po pfenosu je DNA imobilizovana na membrané vysusenim nebo ozafenim UV svétlem a
hybridizovana s radioaktivni DN A-sondou obsahujici studovanou sekvenci

sonda bude hybridizovat pouze s molekulami DNA, které obsahuji nukleotidovou sekvenci
komplementarni k sekvenci sondy

nehybridizované sondy jsou pak vymyty z povrchu membrany a takto upravena membrana je
exponovana na rentgenovy film, aby mohla byt detekovana piitomnost radioaktivity

po vyvolani filmu ukazuji tmavé prouzky pozici sekvenci DNA, které se sondou hybridizovaly
schopnost pfenosu molekul DNA separovanych gelovou elektroforézou na nylonové
membrany za Gcelem hybridizaénich studii a jinych druhi analyz se ukazala jako neobycejne
uziteéna

lze ji naptiklad vyuzit pii detekci genu cystické fibrozy atd.

Analyza RNA pomoci northernového blottingu

jedna se o pirenos molekul RNA po jejich separaci

elektroforézou
tento prenos se nazyva northernovy pirenos



m jediny rozdil od Southernova pienosu je, ze se na membranu
pfenaseji molekuly RNA

m metoda northernového pienosu je prakticky identicka se
Southernovym pienosem

m molekuly RNA jsou v8ak velmi citlivé na degradaci
RNiazami, a proto musi byt zabranéno kontaminaci materialu
timto extrémng¢ stabilnim enzymem

m kromé toho. vét§ina molekul RNA obsahuje sekundarni
strukturu a musi proto zastat béhem elektroforézy
denaturovana, aby byla zajisténa separace na zakladé
velikosti

m denaturace dosahneme pfidanim formaldehydu nebo nékteré¢ho denaturacéniho cinidla do pufru
pouzivaného pri elektroforéze

m po prenosu na membranu RNA hybridizuje bud’ s DNA, nebo RNA-sondami, stejné jako je to
u Southernova prenosu

m northernova hybridizace je nesmirné uzitecna pfi studiich genové exprese

m muze se pouzit k uréeni, kdy a kde se jednotlivé geny exprimuji

m nicméné northernova hybridizace stanovuje pouze miru akumulace RNA-transkripti a
neposkytuje zadnou informaci o tom, pro¢ k akumulaci doslo

m zmény akumulace transkripti mohou byt zpiisobeny zménami rychlosti transkripce nebo
naopak rychlosti degradace transkripth

Detekce RNA pomoci
northernového blottingu

Analyza proteini westernovym prenosem

m nékdy oznacovan také jako imunoblot

m protoZe je mnoho funkénich proteina slozeno ze dvou nebo
vice podjednotek. jsou jednotlivé polypeptidy separovany v
pritomnosti detergentu dodecylsulfatu sodné¢ho (SDS), ktery
denaturuje proteiny

m po probé&hnuti elektroforézy se proteiny detekuji barvenim
Coomassie modfi nebo znacenim stiibrem

m rozdélené polypeptidy lze ale také prenést z gelu na
nitrocelulozovou membranu a jednotlivé proteiny detekovat
pomoci protilatek

m pienos se oznacCuje jako westernovy pienos a uskutecniuje se
pomoci elektrického proudu

m po tomto prenosu se specificky protein identifikuje tak, Zze se
membrana s imobilizovanymi proteiny umistni do roztoku
obsahujicim protilatku k tomuto proteinu

m nasledné se nenavazané protilatky z membrany odstrani
vymytim

m piitomnost prvni (primarni) protilatky se detekuje inkubaci se
sekundarni protilatkou

m tato sckundarni protilatka obecné reaguje s imunoglobuliny

m sckundarni protilatka je spojena (konjugovana) bud’ s
radioaktivnim izotopem nebo enzymem
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Restrikéni endonukleazy pouzZivané v molekularni genetice
pochazeji prfevazné =z bakterii, a protoZe jsou jimi rozpoznavana
mista na DNA kratka (obvykle 4-8 nukleotidovych para), je vysoka
pravdépodobnost, Ze se tato mista nahodné vyskytnou v kazdé delsi
molekule DNA. Proto mohou byt tyto enzymy vyuZity pro analyzu
DNA z jakéhokoliv zdroje. Restrikéni endonukledazy se staly bé&Znym
predmeétem obchodu a v dnesni dobé€ jsou rozesilany postou; typic-
ky katalog firem zabyvajicich se dodavanim téchto enzymnu obsahuje
vice neZ stovku restrikénich endonukleaz, pficemz kazda rozpozna-
va jinou sekvenci DNA. Nékolik pfikladti je na obr. 10-2.

Schopnost 3Stépit DNA ve specifickych sekvencich ucd&inily
z restrik&énich endonukleaz nepostradatelny nastroj moderni tech-
nologie DINA, nebot 3tépi danou molekulu DNA vZdy ve stejnych
mistech. Pokud tedy opakované& 3tépime napfiklad DNA =z lidské
tkané urc€itou restrikéni endonukleazou, dostaneme vZdy stejnou
sadu fragmentii.

Frekvence Stépeni DNA danym restrikénim enzymem se lisi
podle deélky jim rozpoznavaného mista. Jak bylo ukazano na
obr. 10-2, enzym Haelll $tépi sekvenci tvofenou &tyFmi specifickymi

316 Kapitola 10 : DNA-technologie

Obrazelk 10-2 Rozpoznavané a Stépené
nukleotidové sekvence pé&ti casto
pouzZivanych restrik&énich endonukleaz.
Jak je zde ukazano, cilova mista, ktera jsou
témito enzymy 3Stépena, se lisi
nukleotidovou sekvenci i jeji délkou podle
druhu enzymu. Cilové sekvence jsou ¢asto
palindromické (symetrické podle
centralniho bodu). V nakreslenych
prikladech jsou oba Fetézce Stépeny ve
specifickych mistech uvnitf rozpoznavané
sekvence. Nékteré enzymy, jako jsou Haelll
a Alul, 3tépi oba Fetézce DNA proti sobé,
takZe obé vysledné molekuly maji zarovnané
neboli tupé konce; stépenim ostatnimi
restrikénimi endonukleazami, jako
napfriklad EcoRI, Notl a HindlIlI, vznikaji

na jednom z fetézcii presahujici
jednovlaknové useky. Restrikéni
endonukleazy jsou obvykle ziskavany

z bakterii a v jejich nazvech se odrazi jejich
puavod: napfiklad enzym EcoRI pochazi

z Escherichia coli.

kter® gtNhRp2istejn® bekmenzepSedlui n
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#ER0611 3000 u
Supplied with:
10X Buffer O 2x1 ml
10X Buffer Tange™ 1ml
#ER0615 10000 u
Supplied with:
10X Buffer 0 4x1 ml
10X Buffer Tango™ 1 mi
#ER0612 5x3000 u
Supplied with:
10X Buffer O 2x1 ml
10X Buffer Tango™ imil

Also available as
FasiDigest® Psti

Psul (BstYl)

5.RVG AT C Y¥.3
3.Y C T A GPR.5

#ER1551 500 u
Supplied with:
10X Buffer B 1m
10X Buffer Tango™ 1ml

Also available as
FastDigest® Psul

Psyl (Tthi11l)

S.GACNINNGTC.?
3.C TGN N{NCA G.5

#ER1331 1000 u
Supplied with:
10X Buffer B 1ml
10X Buffer Tango™ im

Also available as
FastDigest® Psyl

Fermentas

LIFE $CILENCES

Concentration

10 /il

Conditions for 100% Activity
1X Buffer O at 37°C.

Storage Buffer

Pstl is supplied in:

10 mM Tris-HCI (pH 7.4 at 25°C), 200 mM NaCl,
1 mM DTT, 0.1 mM EDTA, 0.15% Triton X-100,
0.2 mg/mi BSA and 50% (v/v) glycerot.

Ligation and Recleavage
After 50-fold overdigestion with Pstl, more than
95% of the DNA fragments can be ligated and recut.

Methylation Effecis
Dam, Dem, CpG, EcoKl, EcoBl — no effect.

©O0EGCEDn

Concentration
10 u/pl

Conditions for 100% Activity
1X Buffer B at 37°C.

Storage Buffer

Psul is supplied in:

10 mM Tris-HCI (pH 7.4 at 25°C), 100 mM KCI,
1 mM DTT, 1 mM EDTA, 0.2 mg/ml BSA and
50% (v/v) glyceral.

Concentration
10 u/pl

Conditions for 100% Activity
1X Buffer B at 37°C.

Storage Buffer

Psyl is supplied in:

10 mM Tris-HCI (pH 7.4 at 25°C), 50 mM NaCl,
1 mM DTT, 1 mM EDTA, 0.2 mg/ml BSA and
50% (v/v) glycerol.

Activity in Five Buffer System; %
B G 0 R  Tango 2XTango
50-100 50-100 EEMOOE 100 50-100 50-100
Digestion of Agarose-embedded DNA
Minimurm 5 units of the enzyme are required for
complete digestion of 1 pg of agarose-embed-
ded A DNA in 16 hours.

Note

e Conditions of high pH, low salt, high glycerol,
8% DMSO can cause star activity (Malyguine,
E. etal., Gene, 8, 163-177, 1980).

= Surrounding sequences: the presence of
adjacent runs of G-C base pairs confers sig-
nificant resistance to cleavage (Armstrong, K.
and Bauer, W.R., NAR, 10, 993-1007, 1982).

e 100% dUTP incorporation at the recognition

site reduces Pstl cleavage to 25% (Glenn, T.C.,

et al., Biotechniques, 17, 1086-1090, 1994).

Pstl will not cut AGCTGCAG when me-

thylated by Alul methyltransferase.

Activity in Five Buffer System, %
B G 0 R Tango 2XTango
BEHo0E 2050 020 020 50-100  0-20
Ligation and Recleavage

After 50-fold overdigestion with Psul, mare than
95% of the DNA fragments can be ligated and recut.

Methylation Effects

Dam, Dem, CpG, EcoKl — no effect.
EcoBI: may overlap — effect not determined.

Note
High glycerol (>5%) concentrations, pH >8.0 or a
farge excess of enzyme may result in star activity.

Activity in Five Buffer System, %
R Tango 2X Tango

008 50-100 0-20 0-20 50-100 0-20

Ligation and Recleavage

After 50-fold overdigestion with Psyl, more than
60% of the DNA fragments can be ligated and
more than 95% of these can be recut.

Methylation Effects
Dam, Ocm, CpG, Ecokl — no effect.
EcoBI: may overlap — effect not determined.

Digestion of Agarose-embedded DNA
Minimum 5 units of the enzyme are required for
complete digestion of 1 ug of agarose-embed-
ded 2 DNA in 16 hours.



Restriction Enzyme Cut Positions

Enzyme Name Pattern Bases Kind of Cut # of Cuts Positions
Aatl agglcct 6 blunt-cut 4] -
Aatll gacgt!c 6 3'-extended 0 -
Aaul tlgtaca 6 5'-extended 3 451 504 1111
Accll3] agt!act 6 blunt-cut 0 -
Accleél tgclgea 6 blunt-cut V] -
Acc65] glgtace 6 S'-extended 0 -
AccB1l glgyrce 6 S'-extended 0 -
AccBSI ceglete/ 6 blunt-cut 0 -
gaglcgg
Accl gt'mkac 6 S'-extended 1 1323
Accll cglcg 4 blunt-cut 1 705
Acclll tlccgga 6 5'-extended 0 -
Acil clege/ 4 5'-extended 3 369 705 792
glegg
Acll aalcgtt 6 5'-extended 0 -
Acsl rlaatty 6 5'-extended 4 65 205 285 1384
Acvl caclgtg 6 blunt-cut 0 -
Acyl gricgyc 6 S5'-extended 0 -
Afal gtlac 4 blunt-cut 4 453 506 1029 1113
Afel agclget 6 blunt-cut 0 -
AfII glgwece 5 S5'-extended 2 158 783
AFIII clttaag 6 '~extended 0 -
A alcrygt 6 5'-extended 1 126
Agel alccggt 6 5'-extended 0 -
Ahll alctagt 6 S'-extended 0 -
Alul aglct 4 blunt-cut 4 267 669 740 1015
Alw21l gwgcwlc 6 3'-extended 0 -
Alwddl gltgcac 6 5'-extended 0 -
Ama871 clycgrg 6 5'-extended ] -
Aocl cclthagg 7 S'-extended 2 364 799
Aor51HI agclget 6 blunt-cut 0 -
Apal gggcclc 6 3'-extended 4] -
Apall gltgecac 6 5'-extended ] -
Apol rlaatty 6 5'-extended 4 65 205 285 1384
Asel at!taat 6 5'-extended 2 231 482
AsiAl alccggt 6 5'-extended ] -
Asnl at!taat 6 5'-extended 2 231 482
AspT718I glgtacc 6 S'-extended 0 -
AspHI gwgcw!c 6 3"-extended 0 -
AspLEI gegle 4 3"-extended 1 833
AspS9l glgnce 5 5"-extended 2 158 783
AsuC2I celsgg 5 S'-extended 0 -
Asull tt!cgaa 6 S'-extended 0 -
AsuNHI glctage 6 S'-extended 0 -
Awval clycgrg (4] 5"-extended 0 -
Avall glgwee 5 S"-extended 2 158 783
Avill tgc!gea 6 blunt-cut 0 -
Avrll clctagg 6 S'-extended 1 683
Axyl ccltnagg 7 5"-extended 2 364 799
Ball tgglcca 6 blunt-cut 0 -
BamH]I glgatcc 6 5'-extended 2 708 755
Banl glgyrcec 6 "-extended 0 -
Banll grgcylc 6 "-extended 0 -
BanlIl at!cgat 6 S"-extended 0 -
Bbel ggegele 6 ‘-extended 0 -
BbrPI cac!gtg 6 blunt-cut 0 -
Bbul geatg!c 6 3'-extended 0 -
Bbv121 gwgewlc 6 3'-extended 0 -

Paae 1 of 8



KLONOVANI

Klonovani — produkce geneticky identickych jednotek:

- organizmu (vegetativni mnoZeni rostlin)

- bun¢cék (explantatoveé kultury rostlin, nadorové zménéné buiiky. hybridomové
buriky . obecné& — buriky tkanovych kultur)

- jadra (klonovani Zivodichu z jadra somatickych buné&k)

- na molekularni arovni (klonovani DINA)
KLONOVANI DNA

a) MnoZeni neboli amplifikace jiZ znamych sekvenci (kédujicich i nekédujicich) (pro
diagnostickeé tacely. pro mapovani genomu, pro dalsi analyzy ., pfenosy jinym
organizmum apod.).

b) Klonovani genu de novo — prolina se s identifikaci nového genu, jeho namnoZenim.

izolaci) a dalsi charakterizaci.

c) Klonovani genu s cilem vyjadfeni polypeptidového produktu — uskuteEné&ni exprese

genu (viz genove inZenyrstvi — transformace prokaryontd, transfekce do eukaryontnich

bunék, transgendza u dvoud&loZnych rostlin).

Molekularni klonovani — namnoZeni libovolného mnoZstvi identickych kopii.
Dwva zpuasoby: - ve vektorech (in vivo)

- v bezbuné&ném systému (in vitro; nap¥. PCR)

Klonovani ve vektorech
vektor — lat. pfenased
Plazmidy
Bakteriofagy
Kosmidy (plazmido-bakteriofagové vektory)
Umeleé konstrukce chromozomua (YAC, PAC, BAO)



Vektory

Plazmldy v E. coI|| vellkost Inzertu do 10 Kb

~ Table3.3 Max1mum DNA msert possﬂ)le W1th
 . -*dliferent clonmg vectors . |

Vector - Host ; Insert Size

0 phage iRl 5-25kb
 Acosmids L e
Pighae. O F CO/I . a0k
... *52  f§§WOO 300kbf 

. - cer "'zoo -2000k0



a) Plazmidy
- dvouret&€zcova cirkularni molekula DNA v bakteriich (nejsou vsak
nezbytnou soucasti bakterii)
- maji schopnost autonomni replikace (ale jen v bakteriich)
- nesou rezistenci k antibiotikiim (nap¥. ampicilin, tetracyklin)
- musi mit sekvenci ori (origin) — misto, kde zacina replikace
- nejsou to puvodni pfirozené formy — jsou to umeélé konstrukce pfipravené
odstépenim nebo pfidanim urditych segmenta
- charakteristickou soucdasti je polyklonovaci misto (restrik&ni mista pro
ve&tSi poclet restriktaz, které€ se vyuzivaji pro klonovani)
Priklady: pBR322 (4,36 kb)(rezistence k ampicilinu a tetracyklinu)
pUC18, pUC19 (2,69 kb) (rezistence k ampicilinu)
pBluescript II KS (2, 96 kb) (fagemid — &ast z fagu, Cast

z plazmidu)(rezistence k ampicilinu)

Princip klonovani v plazmidech

- rozstépeni studované DNA vybranym restrikénim enzymem

- rozstépeni plazmidu stejnym restrikénim enzymem (linearizace);
defosforylace plazmidové DNA)

- smichani obou vzorka a zabudovani studovaného fragmentu DNA a
opé&€tovné uzavieni plazmidu pomoci DNA ligazy (ligace)

- vsunuti plazmidu do baktérie (transformace)

- kultivace baktérii na tuhém médiu (na petriho miskach) s prfidavkem
antibiotika

- pfeneseni vybranych kolonii do kyvet s tekutym médiem, kultivace

- izolace plazmidové DNA

- kontrolni elektroforéza v agaré6zovém gelu

- vybér vhodnych vzorktit DN A pro restrikci a vyst€peni zabudované cizi
DNA vhodnym restrikénim enzymem

- elektroforéza v agar6zovém gelu — srovnani, zdali vy s$t€peny fragment
odpovida velikosti fragmentu, ktery jsme chté€li klonovat

- vy bér vhodnych vzorka a uloZeni bakterialnich kultur s pfidavkem
glycerolu na —70°C (pro pozdé&jsi pouzZiti)



Obrazek 10-13 Bakteridlni plasmid je béZné pouZivan jako klonovaci
vektor (fotografie z elektronového mikroskopu). Tato kruhova
dvouretézcova molekula DNA je tvofena nékolika tisici nukleotidovych
pérti. Pro vizualizaci DNA v elektronovém mikroskopu je nutné ji
nejprve obarvit, proto se DNA jevi $irsi, nez ve skutecnosti je.



Plazmid puC18/pUC19

Ndel, HgiEll 185
Narl 237

2622 Aatll  Eco0109 2674 / Bgll 252
/ Mstl 259

// Pvul 280

___—Pwull 309

2501 Sspl

2299 Xmni Polycloning site

2180 Scal
Pvull 631
2070 Pvul
2060 Avall © pUC18 /pUC19
— (2.69 kb)
1922 Mstl Afllll 806
1838 Avall
1820 Bgll
HgiEll 1387
Polycloning Sites
pucis
i 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 7 8

Thr  Met lle Thr Asn Ser Ser Ser Val Pro Gly Asp Pro Leu Glu Ser Thr Cys Arg His Ala Ser Leu Ala Leu Ala
ATG ACC ATG ATT ACG AAT TCG AGC TCG GTA CCC GGG GAT CCT CTA GAG TCG ACC TGC AGG CAT GCA AGC TTG GCA CTG GCC
| B | |

J e
L J L | e | |
EcoRl Sacl Kpnl Smal BamHI Xbal Sall Pstl Sphl Hindlll
Xmal Accl
Hincll
pucis
1 2 3 4 il 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 5 6 7 8

Thr Met lle Thr Pro Ser Leu His Ala Cys Arg Ser Thr Leu Glu Asp Pro Arg Val Pro Ser Ser Asn Ser Leu Ala
ATG ACC ATG ATT ACG CCA AGC TTG CAT GCC TGC AGG TCG ACT CTA GAG GAT CCC CGG GTA CCG AGC TCG AAT TCA CTG GCC
| I | | | I |

L J B | L | L J
Hindlll Sphl Pstl Sall Xbal BamHlI  Smal Kpnl Sacl EcoRl
Accl Xmal
Hincll

In pUCH18, the EcoRl site lies immediately downstream from Pjac.
In pUCH19, the Hindlll site lies immediately downstream from Pjac.






