Uloha: Izolace plazmidové DNA z transduktant a elektroforéza plazmidd
v agarozovém gelu

Plazmidy jsou autonomni kovalentné uzaviené kruznicové replikony tvorené dsDNA, které se stabilné
dédi v extrachromozomalnim stavu a jsou pro bunku, na rozdil od chromozomalni DNA,
postradatelné. Nesou geny, které nejcastéji kéduji rezistenci k antibiotik(im. Pocet kopii v burice je
neprimo Umérny velikosti plazmidu. K pfipravé vektorl jsou pouzivany plazmidové DNA o nizsi
molekulové hmotnosti, nebot poskytuji vice kopii a snadnéjsi manipulaci. V soucasnosti jsou
plazmidové vektory vyuZivany ke klonovani v E. coli, Bacillus subtilis, Pseudomonas putida aj.

Pro izolaci plazmidové DNA z bunék se pouziva fada rGznych metod. VSsechny musi obsahovat Ctyfi
zakladni kroky:

(a) Rust bakterialni kultury. Plazmidy se nejCastéji izoluji z bakteridlni kultury (rostouci v médiu
obsahujici prislusné antibiotikum), kterd byla inokulovana jednou kolonii odpichnutou z agarové
plotny. Vétsina plazmidovych vektor( pouZivanych v souc¢asné dobé (napf. pUC rada) se replikuje
jako vicekopiové vektory a je u nich mozné dosahnout vysokého vytézku pfi izolaci z kultury, ktera
rostla ve standardnim LB médiu do logaritmické faze rlistu. Avsak vektory dfivéjsi generace (napf.
pBR322), které se nereplikuji tak snadno, vyZaduji selektivni amplifikaci nékolikahodinovou inkubaci
Castecné rostouci kultury v médiu s chloramfenikolem, ktery inhibuje syntézu proteind a tak
zabranuje replikaci bakterialniho chromozému, avsak replikace relaxovanych plazmidd pokraduje a
pocet jejich kopii se zvysSuje.

(b) 1zolace bakterii a jejich lyze. Bakterie jsou ziskany centrifugaci a lyzovany jednou z mnoha metod
zahrnujicich plsobeni detergentd, organickych rozpoustédel, alkalického pH nebo tepla. Volba jedné
z téchto metod zavisi na velikosti plazmidu, bakteridlnim kmeni a metodé, kterd bude nasledné
pouZzita pro purifikaci plazmidové DNA. Velké plazmidy (> 15 kb), které jsou citlivé na poskozeni, by
mély byt izolovany metodou minimalizujici plsobeni fyzikalnich sil (lyze dodecylsulfatem sodnym).
Pro malé plazmidy je mozZné pouzit vice metod.

(c) Oddéleni plazmidové DNA od ostatnich vysoko a nizkomolekularnich komponent. Po pfidani EDTA
a v nékterych pripadech lyzacnich enzymi jsou buriky vystaveny plsobeni detergentu a lyzovany
varem nebo alkalicky. To zpUsobi denaturaci chromozomalni DNA, kterd je obvykle jiz ve formé
linedrnich fragmentd a béhem renaturace se spoji se zbytky lyzovanych bunék a rychle klesa pfi
centrifugaci na dno zkumavky. Naproti tomu vlakna plazmidové DNA, tvorena kovalentné uzavienymi
molekulami se pfi denaturaci nerozchazeji, protoZze jsou v dlsledku nadsSrubovicové struktury
vzajemné propletena a mohou na rozdil od linearnich fragment( rychle renaturovat. Lyze varem neni
doporucovana pfri izolaci z kmen( produkujicich endonukledzu A. Endonukledza A neni varem
kompletné inaktivovana a plazmidovd DNA muzZe byt degradovana béhem naslednych inkubaci za
pritomnosti Mg>*. Tomuto problému Ize predejit zafazenim extrakce s fenol-chloroformem.

(d) Purifikace plazmidové DNA a stanoveni koncentrace a Cistoty. Proteiny odstraniujeme extrakci
smési fenol-chloroform. Precipitaci DNA provadime 96 % ethanolem po pfidani jednomocnych iont(.
Odstranéni RNA provadime plsobenim pankreatickou RN4zou. Vysoce Ccisté 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 polyetylén glykolem, chromatografii a
komeréni metody vyuZivajici adsorpci na silikagelovou kolonku.

Obecné béhem izolac¢nich postupt je tfeba dodrzovat nasledujici zasady:

Spravné volit iontovou silu extrakéniho a purifikacniho roztoku a udrZovat ji v prabéhu celého
experimentu.



Udrzovat optimadlni hodnotu pH prostiedi (vétSinou neutralni, tj. pH 7,0 az 7,5). Vyrazné vyssi nebo
nizsi hodnoty pH zpUsobuji denaturaci DNA.

Zabranit plGsobeni nukledz, tj. enzym, které degraduji nukleové kyseliny:
To Ize docilit:

(a) provadénim izolace pfi nizkych teplotach

(b) pridanim inhibitorl nukledz (napf. EDTA, citronan sodny aj.)

(c) zabrdnénim exogenni kontaminace mikrofldrou, tzn. pracovat se sterilnim materidlem

Material:

e 18-ti hodinové bakterialni kultury (donorovy kmen Jevons B, transduktanty)
e Komercni kity pro izolaci plazmidové DNA (pro PCR, klonovani, sekvenovani, in vitro transkripce) :

- High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche) nebo NucleoSpin Plasmid (Macherey-Nagel)

e Plastové $picky, pipety, mikrozkumavky, PBS, lyzostafin, kénické 15 ml zkumavky.
e SERVA agardza, elektroforetickd vana a pfislusenstvi, velikostni marker.

1. Izolace plazmidové DNA

Kit je urcen pro izolaci plazmidové DNA metodou zaloZenou na alkalické lyzi u E. coli a s nize
uvedenou modifikaci u druhu S. aureus.

Postup:

1.den
1. Naockovat stafylokokovou bakteridlni kulturu s pfislusnym plazmidem, inkubovat 18h/37 °C
ve 20 ml MPB.

2.den
Pracujeme v lamindrnim boxu, sterilné

Centrifugovat cca 7 ml bakterialni kultury pfi 4500 rpm/15 min.
Odstranit supernatant, promyt v 5 ml PBS, resuspendovat pelet.
Centrifugovat pfi 4500 rpm/15 min., odstranit veskery supernatant.

A

PFipravit lyzacni smés: 235 ul suspenzni pufr (soucast kitu: Roche roztok €. 1, Macherey-Nagel
roztok A1), 15 ul lyzostafinu.

6. Pelet dlikladné resuspendovat v predem pfipravené lyzacni smési (250 pl), prepipetovat do
Eppendorfovy mikrozkumavky a inkubovat pfi 37 °C do lyze bunék (projasnéni, zvyseni
viskozity) cca 30 min. -2 h.

Pracujeme na stole podle ndvodu vyrobce kitu
7. Pridat 250 pl lyzaéniho pufru (Roche roztok €. 2, Macherey-Nagel roztok A2), promichat

pomalym pfevracenim zkumavky, inkubovat 5 min/pokojova teplota.

8. Pridat 250 ul (roztok €. 3, Roche) nebo 300 ul (roztok A3, Macherey-Nagel) vazebného pufru.
U kitu Roche inkubovat na ledu 5 min a roztok €. 3 pfedem vychladit. Zkumavku opatrné
promichat, abychom dosahli co nejvyssi vytézek plazmidové DNA bez chromozomalni DNA.

9. Centrifugovat 10 min pfi max. otackach.




10. Supernatant prenést na filtr kolonky umisténé do sbérné zkumavky. Navazani DNA na filtr
centrifugaci max. rpom/1 min.

11. Promyvat DNA podle doporuceni vyrobce kitu.
Roche: 500 pl roztok €. 4, centrifugovat pfi max. rpm/1 min; 700 pl roztok €. 5, centrifugovat
pfi max. rpm/1 min (dvakrat po sobé, odstranéni veskerého roztoku)
Macherey-Nagel: 450 pl pufru AQ, centrifugovat pfi max. rpm/3 min (odstranéni veskerého
roztoku).

12. Eluovat DNA. Opatrné odstranit sbérnou zkumavku a umistit kolonku do sterilni
mikrozkumavky pro uchovani DNA.
Roche: napipetovat na stred filtru 50-100 pl eluéniho pufru, centrifugovat pfi max. rpm/1
min, pro vyssi vytézek elucni pufr zahfat na 60 °C a nechat stat 10 min. pfi lab. teploté.
Macherey-Nagel: napipetovat na stfed foltru 50 ul elué¢niho pufru AE, inkubovat 1 min. pfi
laboratorni teploté, centrifugovat pfi max. rom/1 min.

13. Stanovit Cistotu a koncentraci DNA.

14. DNA uchovavat v mikrozkumavkach pfi -20 °C.

I1. Elektroforéza (ELFO) v agarézovém gelu

Fragmenty nukleovych kyselin Ize dle jejich velikosti rozdélit elektroforézou (Obr. 1). Elektroforéza
vyuziva rozdilné pohyblivosti jednotlivych fragmentl danou pravé jejich rozdilnou velikosti. Nukleova
kyselina nese diky zaporné nabitym fosfatim zaporny naboj, a proto se v elektrickém poli pohybuje
od zaporného polu (katody) ke kladnému (anodé).

ELFO je jedna ze separacnich technik vyuzivand pfi izolaci a analyze nukleovych kyselin. Principem
ELFO separace je pohyb nabitych molekul v elektrickém poli. Hlavnim nositelem naboje nukleovych
kyselin jsou negativné nabité fosfatové skupiny, a proto se nukleové kyseliny v elektrickém poli
pohybuji k opacné nabité elektrodé - anodé. Rychlost pohybu molekul DNA v gelu (elektroforeticka
pohyblivost) je nepfimo Umérna logaritmu jejich velikosti. Konvencni elektroforézou v agarézovém
gelu Ize separovat molekuly nukleovych kyselin o velikosti od 100 bp do cca 50 kb. Gely o niZsi
hustoté (0,7-1,2 % agardza) jsou pouzivany k separaci velkych fragmentd (tisice bazi), gely o vyssi
hustoté (1,5-3 % agardza) jsou pouzivany k separaci malych fragmentl (stovky az desitky bazi).
Standardné se pouZiva napéti 5 - 8 V/cm.

Molekuly nukleovych kyselin v gelu je nutné vizualizovat barvenim. Nejcastéji je pouZivan
etidiumbromid, ktery se vmezefuje mezi sousedni pdry bazi v DNA (resp. RNA) a vytvafi s nimi
komplex, ktery po osvétleni UV svétlem cervené fluoreskuje.

Obr. 1: Schématické znazornéni rozdéleni DNA pomoci metody ELFO
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Postup:

1. Navazit potfebné mnozstvi (podle poZzadované hustoty gelu) agarézy SERVA do nadoby o
vhodném objemu

poulité sklo musi byt Cisté, nesmi obsahovat zbytky myciho prostfedku

2. Pridat potfebné mnoZstvi 1IxTAE pufru

nejlépe pouZit pufr ze stejné vdrky redéni jako bude v ELFO vané, aby byl zajistén
shodny obsah iontt a tim stejnomérné vedeni elektrického napéti béhem ELFO

1xTAE se pfipravuje fedénim ze zdsobniho 50x koncentrovaného roztoku TAE.
Potfebny objem pfidavaného 1xTAE pufru zjistime nasledujicim vypoétem:

V = Sitka gelu x délka gelu x vyska gelu (vzdy 0,5 cm)

3.Agardzu rozpusténou v 1XTAE pufru rozvafujeme opatrné v mikrovinné troubé (1 — 3 min.
podle vykonu zvoleného spotrebice)

agardzovy gel opatrné promichame (pozor na utajeny var)

nechat vytemperovat na 55 °C

nalit do pfipravené formy, ktera je vyvazena pomoci vodovahy do roviny

4. 1XTAE pufr v ELFO vanach je nutno vyménovat po cca 4 cyklech bézné délky (1-2 h) nebo
po kazdém dlouhém cyklu (3 h a vice)

5. Nanaseni vzorka:

- k vzorku, ktery chceme nandset na ptipraveny gel pfiddme malé mnozstvi nanasecicho
pufru, na gel nanasime cca 10ul vzorku s nanasecim pufrem, nezapomindme na pozitivni a
negativni kontroly a velikostni standard.

- optimalni velikost elektrického napéti pfi elektroforéze se udava jako 5-8 V/cm

6. Gel barvime cca 30 min v lazni s ethidiumbromidem o konc. 1 pg/ml (zés. roztok 10 mg/ml)
tj. 60 pl EtBr do 600 ml 1xTAE.

7. Nabarveny gel oplachnout v destilované vodé. Foceni gelu.

9. Veskerou praci s EtBr je nutno provadét v NITRILOVYCH RUKAVICICH!!! Pokud dojde ke
kontaminaci EtBr, je nutné tuto plochu osetfit dekontaminacnim roztokem.

Obr. 2: Vysledky izolace plazmidové DNA z transduktant

A: selekce transduktant na tetracykllinu

B: selekce transduktant na kadmiu
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21226 21226
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3530 3530
2027 2027
1904 1904
1584 1584
1375 1375
947
947 831
831
564
564

M — velikostni standard (DNA Marker Il1); JB — donorovy kmen Jevons B; 1-5 — transduktanty selektované na

tetracyklinu (plazmid 4,4 kbp), 6-10 — transduktanty selektované na kadmiu (plazmid 28 kbp)



