Izolace a purifikace plazmidové DNA (princip metody)

Pro izolaci plazmidové DNA z bunék se pouziva fada riznych metod. Tyto metody vzdy
zahrnuji tfi zakladni kroky: rast bakterialni kultury, izolaci bakterii a jejich lyzi, purifikaci
plazmidové DNA.

Riist bakterialni kultury

Plazmidy se nejcastéji izoluji z bakteridlni kultury (rostouci v médiu obsahujici ptislusné
antibiotikum), ktera byla inokulovéana jednou kolonii odpichnutou z agarové plotny. Vétsina
plazmidovych vektorti pouzivanych v soucasné dob¢ (napt. pUC tada) se replikuje jako
vicekopiové vektory a je u nich mozné dosdhnout vysokého vytézku pfti izolaci z kultury,
generace (napi. pBR322), které se nereplikuji tak snadno, vyzaduji selektivni amplifikaci
nekolikahodinovou inkubaci ¢astecné rostouci kultury v médiu s chloramfenikolem.
Chloramfenikol inhibuje syntézu proteintl a tak zabraiuje replikaci bakterialniho
chromozoému, avsak replikace relaxovanych plazmidi pokracuje a pocet jejich kopii se
zvysuje.

Izolace a lyze bakterii

Bakterie jsou ziskany centrifugaci a lyzovany jednou z mnoha metod zahrnujicich ptisobeni
detergentti, organickych rozpoustédel, alkalického pH nebo tepla. Volba jedné z téchto metod
zavisi na velikosti plazmidu, bakterialnim kmeni a metod¢, kterd bude néasledné pouzita pro
purifikaci plazmidové DNA:

1. Velké plazmidy (> 15 kb), které jsou citlivé na poskozeni, by mély byt izolovany metodou
minimalizujici ptisobeni fyzikalnich sil (lyze dodecylsulfatem sodnym).

2. Pro mal¢ plazmidy je mozné pouzit vice metod. Po ptidani EDTA a v nékterych ptipadech
lysozymu jsou buniky vystaveny ptisobeni detergentu a lyzovany varem nebo alkalicky. To
zpisobi denaturaci chromozomalni DNA, kterd je obvykle jiz ve form¢ linearnich fragmenti.
Naproti tomu vlakna plazmidové DNA, tvofena kovalentn¢ uzavienymi molekulami se pfi
denaturaci nerozchazeji, protoze jsou vzajemné propletend a mohou na rozdil od linedrnich
fragmentl rychle renaturovat.

3. Lyze varem neni doporucovana pfi izolaci z kmeni produkujicich endonukledzu A.
Endonukledza A neni varem kompletn¢ inaktivovana a plazmidova DNA mize byt
degradovana b&hem naslednych inkubaci za pfitomnosti Mg**. Tomuto problému lze predejit
zatazenim extrakce s fenol:chloroformem.

Purifikace plazmidové DNA

Proteiny odstranujeme extrakci smési fenol:chloroform:isoamylalkohol (25:24:1) a poté
chloroform:isoamylalkohol (24:1).

Precipitaci DNA provadime 96 % ethanolem po pfidani 3M octanu sodného.
Odstranéni RNA provadime pisobenim pankreatickou RNazou.

Vysoce Cisté kovalentné uzaviené kruznicové DNA je mozné ziskat po centrifugaci v
gradientu CsCl-ethidium bromid.

Z dal¢ich metod je mozné pouzit pro purifikaci plazmidové DNA precipitaci
polyetylénglykolem, chromatografii a komercni metody.



Izolace DNA plazmidu pUC18 metodou alkalické lyze (protokol).

1. Naockovat jednu bakterialni kolonii do 2 ml LB media obsahujiciho ampicilin
(100 pg/ml). Inkubovat kulturu ptes noc pii 37°C za intenzivniho tfepani.
2. Prenést 1,5 ml kultury do mikrocentrifuga¢ni zkumavky. Centrifugovat pfi
12 000 g 5 minut pii 4 °C na mikrofuze.
Odsat médium pasterkou (nebo slit) tak aby bakterialni pelet ziistal co nejsussi.
4. Resuspendovat bakterialni pelet ve 100 pl roztoku A.
Roztok A (TEGlu pufr)
50 mM glukéza
25 mM Tris.ClI (pH 8,0)
10 mM EDTA
Roztok sterilizovat autokldvovanim 15 minut / 121 °C a uchovavat pti 4 °C
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Ptidat lysozym do kone¢né koncentrace 500ug/ml a RNazu do konecné
koncentrace 10 pg/ml. Intenzivné promichat na vortexu.
5. Piidat 200 pl Cerstve ptipraveného roztoku B.

Roztok B
0,2 M NaOH (cCerstvé natedéné z 10 M zasobniho roztoku)
1 % SDS
Opatrné promichat né€kolikerym ptevracenim zkumavky. Ulozit zkumavku na
ledu 5 min.
6. Pridat 150 ul roztoku C pfedem vychlazeného na ledu.
Roztok C
5 M octan draselny 60 ml
ledova kyselina octova 11,5 ml
H,O 28,5 ml

Vysledny roztok je 3M ve vztahu k K" a 5 M ve vztahu k acetatu.

Ppromichat nékolikerym pievracenim zkumavky. Ulozit zkumavku na ledu
5 -10 min.

7. Centrifugovat pifi 12 000 g/10 min/4 °C na mikrofuze. Pfenést supernatant do
Cisté zkumavky.

8. Pridat stejné mnozstvi fenol:chloroformu, nékolikrat protiepat a centrifugovat
pii 12 000 g/5 min/4 °C na mikrofuze. Pfenést supernatant do Ccisté
zkumavky.Opakovat extrakci s chloroformem.

9. Pridat 1/10 objemu 3 M octanu sodné¢ho pH 5,2, promichat a vysrazet dsDNA
dvéma objemy vychlazeného 96% ethanolu. Nechat smés stat 10 min pii
-70 °C.

10. Centrifugovat vysrazenou DNA pfi 12 000 g/15 min/4 °C na mikrofuze.

11. Promyt 1 ml 70 % ethanolu (nechat stat 10 min pii pokojové teplotg).

12. Odsat supernatant pasterkou, odstranit vSechny kapky ze stén zkumavky a
zkumavku nechat vyschnout ve vakuu.

13. Rozpustit DNA v 50 ul TE pufru pH 8,0. Uchovavat pfi -20 °C nebo
kratkodobé pti 4 °C.

TE pufr

10 mM Tris.Cl, pH 8,0

1 mMEDTA

Roztok sterilizovat autoklavovanim 20 min/121 °C.



