Biotechnologiczne metody produkcji lekéw
Laboratoria 1-4

1. Komorki kompetentne.
Komorki, ktére majg zdolnos¢ do
pobierania DNA (z réznych zrédet)
sg okreslane jako "kompetentne".
Istnieje kilka technik
przygotowywania kompetentnych
komorek.
Materiaty:

e |B

e 0.1M CaCl,

e 0.1M CaCl, + 15% glicerol

Protokét:

e Zaszczepic 1 ml LB
bakterig E. coli.

e Umiesci¢ w inkubatorze z
wytrzgsaniem w
temperaturze 37°C i 200
obr.

e Upewni¢ sie, ze wszystkie
odczynniki (roztwory
CaCl,) sg lodowate lub w
temperaturze 4°C.

e Dodaj 1 ml catonocnej
hodowli do 99 ml Swiezej
pozywki LB (rozcienczenie
1:100, bez antybiotykow).

e Wstrzgsaj inkubuj w
temperaturze 37°C i 200
obr/min przez 3-4 godziny
lub do momentu, gdy OD
osiggnie 0,4.

e Rozdzieli¢ hodowle do
wielu probéwek.

e Umiesci¢ w lodzie na 20
minut.

e Wirowac¢ w temperaturze
4°C przy 4000 obr/min
przez 10 minut.

e QOdrzuci¢ supernatant,
przechylajgc probéwki nad
pojemnikiem na odpady, a
nastepnie odsysajgc
wszelkie pozostatosci
pozywki.

e Zawiesi¢ kazdy osad w
lodowatym 0,1M CaCl,,
inkubowa¢ na lodzie przez
30 minut.



Wirowac w temperaturze
4°C przy 4000 obr/min
przez 10 minut.

Odrzuci¢ supernatant i
potaczy¢ osady poprzez
ponowne zawieszenie w 5
ml lodowatego 0,1M CaCl,
z 15% glicerolem

Uzy¢ do dalszej
transformaciji lub
przechowywac w
zamrazarce w temperaturze
-80°C

2. Transformacja.
Proces transformaciji szokiem
termicznym z chlorkiem wapnia
zacheca komorki bakteryjne do
pobierania DNA z otaczajgcego
Srodowiska.
Materiaty:

LB

LB agar

LB agar, kanamycyna
10-50ug/ml
pET28SUMO1GFP
pETZ2 1a

NEB C30013lI

MiniF lysY laclg(CamR) /
fhuA2 lacZ::T7 gene1 [lon]
ompT gal sulA11
R(mcr-73::miniTn10--TetS)2
[dem]
R(zgb-210::Tn10--TetS)
endA1 A(mcrC-mrr)
114::1S10

NEB2987
fhuA2A(argF-lacZ)U169
phoA ginV44
®80A(lacZ)M15 gyrA96
recA1 relA1 endA1 thi-1
hsdR17

Protokot:

Dodac¢ 1-5 ul (10pg-100ng)
plazmidu (nie przekraczac¢
5 ul na 50 pl porcje
komorek).



Media

Inkubowac¢ na lodzie przez
30 minut.

Szok termiczny poprzez
umieszczenie w fazni
wodnej o temperaturze
42°C na dokfadnie 30
sekund.

Umiesci¢ komérki na lodzie
na 2 minuty.

Dodac 1 ml wstepnie
ogrzanej pozywki LB lub
SOC.

Wstrzgsac inkubowac
37°C, 200 obr./min, 1
godzine w celu uzyskania
wzrostu.

Rozprowadzi¢
rozcienczenia 1:10i 1:100
wyrostych kultur na cieptych
ptytkach selektywnych i/lub
przesiewowych (np.
antybiotyk i/lub X-gal).
Inkubowaé w temperaturze
37°C przez 12-16 godzin.

LB (1000ml)

10g Trypton

5g Ekstrakt drozdzowy
10g NaCl
Autoklawowanie

Agar LB

dla 1,5% agaru

159 agaru

dla 0,7%

7g agaru
Autoklawowanie

SOC (1000ml)

20g Trypton

5g Ekstrakt drozdzowy
0,5g NaCl

Rozpuscic

10ml 250 mM KCI

5ml 2 M MgCl2
Autoklawowanie

20ml M sterylnej glukozy



3.Produkcja biatka rekombinowanego

Materiaty:

LB
20x NPS
50x 5052
1M MgSO,

Protokot:

Media:

Dzien 1

Pojedynczg kolonie ze swiezej
ptytki przeniesc¢ sterylnie do 10ml
pozywki z odpowiednim
antybiotykiem.

Whytrzgsa¢ w 37°C przez noc.
Dzien 2

Przygotowac sterylnie pozywke
LB-5052 z odpowiednim
antybiotykiem. Przenies¢ 10ml na
100ml pozywki wczesniej
przygotowanej pre-kultury.
Wytrzgsa¢ w 37°C przez noc.

20x NPS (1000ml)
66g (NH,)SO,
136g KH,PO,
142g Na,PO,

50x 5052 (1000ml)
250g Gilicerol

259 Glukoza

100g Laktoza

1M MgSO,
LB-5052 (100ml)
0,1ml 1M MgSO,
2ml 50x5052

5ml 20xNPS



