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Teoreticko-prakticka ¢ast — Prakticka uloha €. 1

Molekularna biolégia

Restrikéna analyza plazmidovej DNA

Plazmidy su kruhové molekuly DNA, nachadzajice sa v bunkach baktérii a niektorych
eukaryotov. Su relativne malé a obsahuju len niekolko génov, vdaka ktorym dokazu tieto
organizmy v kratkom Case reagovat na zmeny v okolitom prostredi.Plazmidy sa pomerne
rychlo replikuju a mézu byt prenasané medzi réznymi bunkami, ¢o umoZziuje napr. rychle
rozSirenie baktérii odolnych voci pésobeniu niektorych antibiotik. Okrem toho su plazmidy
tiez dbélezitym nastrojom molekularnej biolégie, kedZe su zakladom pre molekularne
klonovanie a transformaciu buniek. V tejto Ulohe sa nauéite za pomoci enzymov Stiepiacich
molekuly DNA odlisit dva typy plazmidov.

Pomdcky: mikropipeta, sterilné 3pi¢ky, prazdne skimavky, skumavky s plazmidovou DNA,
enzymami (BamHI, EcoRI, Hindlll, Xhol) a tlmivymi roztokmi, ukazovatel molekulovej
hmotnosti, nadoba so sterilnou vodou,krabica sfadom, termoblok, stojan na
skumavky,elektroforeticka aparatura, agarézovy gél, transiluminator s fotickou

Uloha 1: Dizajn experimentu

Na odliSenie plazmidov pBIO1 a pBIO2 pouzijete restrikénu analyzu, ktora spociva v tom, ze
obidve nezname vzorky inkubujete s enzymom, ktory postiepi plazmidovd DNA
charakteristickym spésobom (bude mozné pozorovat fragmenty urcitej velkosti). Podla toho,
aké fragmenty vzniknu Stiepenim vzoriek A a B, bude mozné identifikovat’ jednu z nich ako
plazmid pBIO1 a druhu ako plazmid pBIO2.

1. Ktory enzym si vyberiete na Stiepenie vzoriek, ak si mdzete vybrat pre obe vzorky
iba jeden zo Stvorice BamHI, EcoRI, Hindllla Xhol, a zaroven chcete vzdy pozorovat
viac ako 1 fragment? Pri svojom rozhodovani berte do uvahy informacie z
plazmidovych map na druhej strane.

2. Kolko aakych velkych fragmentov oCakavate po Stiepeni v pripade, Ze Stiepite
plazmid pBIO1, resp. pBIO2 enzymom, ktory ste vybrali?

Fragmenty pBIO1: celkovy pocet:

Fragmenty pBIO2: celkovy pocet:
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Uloha 2: Priprava reakcie

Do prazdnej skumavky, oznaenej XA, resp. XB napipetujte 9,5 ul (mikrolitra) sterilnej vody,
8 ul plazmidovej DNA, 2 pl timivého roztoku a 0,5 yl enzymu (enzym vam napipetuje veduci
ulohy). Reakénu zmes pripravte zvlast pre vzorku A a B. Pripravené zmesi vlozte na 10
minut do termobloku a inkubujte pri 37°C.

3. Enzymy pouzivané na Stiepenie plazmidov su vo vacSine pripadov izolované
z roznych druhov baktérii. Takmer vSetky vykazuju najvySSiu enzymovu aktivitu pri
37°C. Preco?



Uloha 3: Elektroforeticka analyza

10 pl reakénej zmesi opatrne naneste do jamiek v agar6zovomgéli (ukazovatel molekulovej
hmotnosti nanesie veduci ulohy), uistite sa, Ze je aparatura pripravena a zapnite zdroj
elektrického prudu. Fragmenty separujte 30 minut pri napati 120 V.

4. Na obrazku je schematicky znazorneny ukazovatel molekulovej hmotnosti, ktory sme
pouzili v naSom experimente. Je tvoreny fragmentmi DNA definovanej velkosti, ktoré
sa pocCas elektroforetického delenia rozmiestnia od najvacSieho po najmensi.
Zakreslite pod nazvy jednotlivych plazmidov, kde oc€akavate, ze sa budu
nachadzatfragmenty DNA, ziskané ich Stiepenim.
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5. Ak by ste elektroforézu nechali zapnutu vyrazne dlhSie ako je predpisané, aku zmenu
pozorovania, popisaného v predoSlej ulohe, by ste mohli oakavat?

Doplnujuce otazky:

6. Niektoré plazmidy je mozné pouzit na konsStrukciu genetickych map. V procese
bakteridlnej konjugacie su za pomoci plazmidu v niektorych pripadoch gény
kopirované a prenasané zjednej bunky do druhej spésobom ilustrovanym na
obrazku. Vacsinou sa v8ak bunkam nepodari preniest vSetky gény, ale iba usek
DNA, obsahujuci niekolko susediacich génov.



Analyzou takychto prenesenych Usekov ste identifikovali poradie génov, obsiahnutych
v tychto Usekoch a nasledne sa pokuSate urcit poradie vSetkych uvedenych génov.
Aké bude ich poradie, ak sa vam podarilo experimentalne ziskat nasledovné uUseky?

i. Y-S-K-O
ii. [-C-A-L
iii. S-Y-M
iv. A-L-O-K
Poradie:

Kazdé vlidkno DNA ma 2 konce. Jeden je oznaCovany ako5’, druhy ako 3.
Zaroven plati, Ze dve komplementarne vidkna su k sebe vzdy opacne otocené (jedno
je 5°-> 37, druhé 3"-> 5’, pozri obrazok).

3' HO O

NavySe, vieme, zZe Stiepiace enzymy Stiepia iba palindromatické sekvencie (ij. také,
ktoré je mozné precitat v smere 5° -> 3" na obidvoch viaknach DNA rovnako). Do
vyznacenych poli dopliite komplementarne sekvencie a zakruzkujte, ktora
Z uvedenych sekvencii je palindromaticka.
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8. Plazmidy patria medzi najpouzivanejSie nastroje na vnadanie génov, pochadzajucich
Z jedného organizmu, do iného organizmu. Aby tento systém fungoval, je potrebné
(podobne ako v naSom experimente) Stiepit kruhovd molekulu plazmidu Stiepiacim
enzymom a nasledne do vzniknutej medzery vloZit pozadovanyusek DNA.Plazmid
a vlozena DNA suU na zaver pevne spojené inym enzymom. V sucasnosti su plazmidy
upravované tak, Ze vacsina Stiepiacich enzymov (na rozdiel od nasho experimentu)
Stiepiplazmid iba v jednom mieste. Pre¢o?

9. V bunkachprokaryotickych aj eukaryotickych mikroorganizmov sa okrem plazmidov
nachadza aj dalSia DNA, ulozena vo formechromozému. Napiste aspon 3 rozdiely
medzi eukaryotickymichromozémami a plazmidmi.

10. Plazmidy prechadzaju z jednej bunky do druhej v procese konjugacie, ktory je riadeny
génmi nachadzajucimi sa na plazmide, aj na chromozdmoch. Existuju vSak aj Castice,
obsahujuce DNA, ktoré prenikaju do buniek samostatne a su schopné dramaticky
ovplyvriovat ich metabolizmus. Ako sa tieto Castice nazyvaju? Uvedte jeden priklad.

Vysledok experimentu

Vzorka A obsahovala plazmid

Vzorka B obsahovala plazmid
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