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Popis pracovniho postupu:
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Transformadcni protokol pro DH5a
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kompetentni butiky velmi pomalu rozmraZovat v ledové vodni 1azni
ihned po rozmraZeni jemné& poklepat na epinku s kompetentnimi
buiikami a pFenést po 50 ul kompetentnich bunék do epinek (nejlépe
Vychlazen}’rcl/l) o

pridat DNA, poklepat

inkubovat 30 minut na ledu

dat oh¥ivat &isté sterilni LB na 37 °C (stadi asi 1 ml na 1 transformaci)
heat shock: na 1:45 aZ 1:50 (necelé 2 minuty) do , 42°C; netfepat!!!
ihned po $oku pfemistit epinky na 3-5 minut na led

do kaZdé epinky pridat 300 ul pfedehiatého LB, inkubovat 60 minut
pi¥i 37°C, 600 rpm A (WE lavown.)

buiiky nasadit na misky: napipetovat, rozlit po misce

10. misky inkubovat 12 aZ 14 hodin (nejlépe pfes noc) pti 37°C.
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Mutageneze plazmidu pomoci PCR (s polymerazou pfx)

1. Ptipravime Cerstvy plazmid v koncentraci 20 ng/ul. Kvalita plazmidu je pro tspéch reakce
zasadni.
2. Ptipravime mutagenezni primery v koncentraci 62,5 ng/ul (ze zésobniho roztoku 2500 ng/ul

fedime 40x). Ndvrh mutageneznich primerii dle protokolu QuickChange. Kvalita primeri je
pro uspéch reakce stézejni. Primery od IDT jsou ok v bézné kvalité, ostatni radéji nechat

precistit dHPLC nebo jinak.

3. Nasadime reakci v objemu 25 ul:
voda do 25 ul (obvykle 10,05 ul)
pufr pfx (2x) Sul
MgSO4 (25 mM) ... l1ul (1 mM)
dNTP 0,75 ul
primery a1 ul (2 62,5 ng do reakce)
plazmid 1 ul (20 ng do reakce)
pfx polymeraza e 0,2 ul
enhancer (2x) 5 ul (nemusi byt)
4. Kromé vlastni reakce nasadime i kontroly — NK — bez plazmidu nebo bez primera nebo bez

pfx polymerazy; pfipadné€, mame-li, pozitivni kontrolu (jiny plazmid, jiné primery, co chodi)

5. Priibéh reakce: tvodni denaturace — 94 °C: 5 minut; dale 16-18 cykli (dle typu a rozsahu
mutace): 94 °C: 30 s; 55 °C: 1 min; 68 °C: 8 min (obvykle 1 minuta / kb plazmidu; + 1 min
navic jako rezerva); finalni extenze: 68 °C, 10 min; pfipadné schlazeni reakce na RT

6. Z reakce(i) miZeme odebrat 1 ul smési jako kontrolu transformace a funkce Dpnl




K reakcim ptidame 1 ul enzymu Dpnl; inkubujeme pfi 37 °C nejméné jednu hodinu, 1ze i pies
noc (rozstépi materské retézce, které jsou methylované, nové retézce vznilké pri PCR
methylované nejsou a Dpnl je tedy nestepi)

1 ul reakéni smési (nebo i kontrolnich smési pouZijeme pro transformaci komepentnich
bakterii

Bakterie vyrostlé z ostrého pokusu po ptisobeni Dpnl skrinujeme pro pfitomnost mutace;

vétSinou sekvenaéné — tispé$nost této metody byva pies 90 %
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