Plazmidy a izolace plazmidové DNA

Plazmidy jsou autonomni kovalentné uzaviené kruznicové dsDNA replikony, které
se nachazi v bakteriich. Spolu s chromozomalni DNA tvoifi genom bakterialni
buniky a stabilné se dédi na potomstvo v extrachromozomalnim stavu. Na rozdil od
chromozomdlni DNA jsou pro bunku postradatelné. Na kazdém plazmidu je
specifické misto zaCatku replikace (ori), dale misto (inc), kterym se ptipojuje
k membrang. Plazmidy nesou geny kdédujici enzymy, které se uplatiiuji pfi iniciaci
replikace (napf. endonukledzu Sté€pici v misté ori jeden polynukleotidovy fetézec).
Nejcastéji vSak nesou geny, kodujici faktory rezistence k antibiotikiim (napf.
ampicillinu, chloramfenikolu, tetracyklinu, kanamycinu apod), coz jsou enzymy
inaktivujici antibiotika acetylaci nebo adenylaci, nebo je hydrolyzuji (napt. B-
laktamaza hydrolyzuje penicilin nebo ampicilin). V bakterialni butice se plazmidy
nachazeji v jedné nebo vice kopiich. Pocet kopii v buiice je nepiimo umeérny
velikosti plazmidu. RozliSuji se konjugativni a nekonjugativni plazmidy.
Konjugativni plazmidy maji geny oznaCované fra (transferové), které
zprostiedkovavaji béhem konjugace prenos DNA z donorové do recipientni buiiky.
Geny tra ovliviiuji fenotyp donorové bunky tim, ze u donorové builky koduji
syntézu povrchovych vldken nazyvanych pilusy, které interaguji s receptory
v povrchu recipientni builky a vytvofi takto mustek, jimz prochazi DNA.
Ptikladem je F-plazmid u kmene Escherichia coli K12.

K ptipravé vektori jsou pouzivany plazmidové DNA o niz8§i molarni hmotnosti,
nebot’ poskytuji vice kopii a snadnéji se s nimi manipuluje. V soucasnosti jsou
plazmidové vektory vyuzivany ke klonovani u bakterii napt. E. coli, B. subtilis,
Pseudomonas putida.

Pro 1zolaci plazmidové DNA z bunck se pouziva fada riznych metod. VSechny
musi obsahovat tfi zakladni kroky: rist bakteridlni kultury, izolaci bakterii a jejich
lyzi, 1zolaci a purifikaci plazmidové DNA.

Rist a mnoZeni bakterialni kultury obsahujici plazmidovy vektor

Plazmidy se obvykle izoluji z bakteridlni kultury rostouci v médiu obsahujici selekéni
faktor, kterym je nejcCastéji antibiotikum. Vhodné je takové antibiotikum, které
nepodporuje syntézu proteinlt a bunéénych komponent podilejicich se na replikaci
chromozomalni dsDNA. Kultura pro izolaci DNA je Cerstvé pfipravena inokulaci
jedné kolonie odpichnuté z kultury na agarové plotné do Zivného bujonu nebo je
inokulum nabrano ze suspenze kultury uchovavané pii —70 °C. Plazmidové vektory
nejCastéji pouzivané v soucasné¢ dob& (napf. pUC tada) se amplifikuji jako
vicekopiové replikony a je u nich mozné dosahnout vysokého vytézku pfi izolaci z
kultury, ktera rostla ve standardnim zivném médiu, napt. Luria-Bertaniho (LB)
se nereplikuji snadno, vyzaduji selektivni amplifikaci prodlouzenou kultivaci kultury
castecné rostouci v médiu s chloramfenikolern. Chloramfenikol inhibuje syntézu



proteinit a tak zabranuje replikaci velkého bakteridlniho chromozomu, avSak
replikace relaxovanych plazmida pokracuje a pocet jejich kopii se zvySuje.

Lyze bakterii

Pelet bakterii je ziskdn centrifugaci a buiniky jsou lyzovany jednou z mnoha metod
zahrnujicich plsobeni detergentll, organickych rozpoustédel, alkalického pH nebo
tepla. Volba jedné z téchto metod zavisi na velikosti plazmidu, bakterialnim kmeni a
metod¢, kterd bude nésledné pouzita pro purifikaci plazmidové DNA:

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

2. Pro malé plazmidy je moZné pouzit vice metod. Po ptidani EDTA a v
nekterych ptipadech lysozymu jsou builkky vystaveny piisobeni detergentu a
lyzovany varem nebo alkalicky. To zplsobi denaturaci chromozomalni DNA,
ktera je obvykle jiz ve formé linearnich fragmenti. Naproti tomu vldkna
plazmidové DNA, tvofend kovalentné uzavienymi molekulami se pii
denaturaci nerozchazeji.

3. Lyze varem neni doporufovana pii izolaci plazmidi z bakterialnich kmeni
produkujicich endonukledzu A. Endonukledza A neni varem kompletné
inaktivovdna a plazmidovd DNA muze byt degradovana béhem néslednych
inkubaci za ptitomnosti Mg®". Tomuto problému lze piedejit zafazenim
extrakce s fenol:chloroformem, protoze vldkna plazmidové DNA jsou
vzajemn¢ propletena a mohou na rozdil od linearnich fragmentl rychle
renaturovat.

Izolace a purifikace plazmidové DNA

K oddéleni plazmidové DNA od ostatnich vysoko a nizkomolekularnich komponent
se vyuziva skuteCnosti, Ze dlouha chromozomdlni DNA se spoji se zbytky
zlyzovanych buné€k a rychle klesd pii centrifugaci na dno zkumavky. KruZnicova
vladkna plazmidové DNA se pii denaturaci nerozchazeji tolik jako chromozomalni
DNA a mlZe rychle renaturovat. Proteiny odstranujeme extrakci smési
fenol:chloroform:isoamylalkohol (25:24:1) a poté chloroform:isoamylalkohol (24:1).
Precipitace DNA se provadi 96 % ethanolem po ptidani 3M octanu sodného. RNA se
odstrani plsobenim pankreatickou RNazou. Vysoce CdCisté kovalentné uzaviené
kruznicové DNA je mozné ziskat po centrifugaci v gradientu CsCl-ethidiumbromid.
Z dalSich metod je mozné pouzit pro purifikaci plazmidové DNA precipitaci
polyetylenglykolem, nebo komeréni metody zaloZené na afinitni chromatografii na
kolonkach.

Obecné, beéhem izolacnich postupli je tteba dodrzovat metodické postupy
minimalizujici degradaci DNA a omezujici aktivitu endogenniho piisobeni
nukleaz, tj. enzyma, které $tépi fosfodiesterovou vazbu nukleotidového fetézce.
Proto je tfeba spravné volit iontovou silu extrakéniho a purifikacniho roztoku a
udrzovat ji v pribéhu celého experimentu. Udrzovat optimalni hodnotu pH



prostiedi (vétSinou neutralni, tj. pH 7,0 az 7,5), nebot’ vyrazné vyssi nebo nizsi
hodnoty pH zptlisobuji denaturaci DNA.

To lze docilit nasledujicimi kroky:

a) provadénim izolace pfti nizké teploté, obvykle chlazenim na 4 °C, nebo
manipulaci na ledu.

b) pfidanim inhibitor( nukle4z, jako jsou napi. EDTA, citronan sodny a jiné.

¢) zabranénim exogenni kontaminace mikroflorou pouzivanim sterilniho materialu.

Rozpousténi a uchova izolované DNA

Izolovana DNA se rozpousti v 10 mM Tris pufru, pH 7,0 — 8,0 pies noc pii 4°C. Je
vhodné rozpusténou DNA zahtat 10 minut pti 65 ° C, dochazi k inaktivaci DNaz .
Uchovava se pti téZe teploté kratkodob& napt. pro pouZziti k transformaci.
Plazmidovd DNA se uchovava téz pii —20 °C dlouhodobé. Chromozomalni DNA
miuize byt pfi této teploté poSkozena stfiznymi silami a tvorbou zlomd.

Vyuziti plazmidu jako vektorli v genovém inzenyrstvi.

Pozadované vlastnosti plazmidovych vektort jsou:

1. Autonomni replikace v bakterialni buiice a schopnost udrZeni cizorodé DNA pii
replikaci.

2. Vhodné spektrum restrikénich mist

3. Obsah genu kodujiciho selektivni faktor napt. Enzym §tépici glykan nebo znak
rezistence k piisluSnému antibiotiku.

4. Plazmid nesmi byt konjugativni tj. nesmi mit transferové geny, kddujici pilusy.

5. Co nejmensi velikost (2 —15 kb) a tvorba vice kopii.
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POSTUP IZOLACE PLAZMIDOVE DNA u E. coli (pUC18) ALKALICKOU LYZi

Z 18hod. tfepané kultury E. coli (pUC 18) narostlé v LB bujonu s ATB - (AMP
100 pg/ ml) odebrat 1,5 ml suspenze do Eppendorf. mikrozkumavky.

Centrifugujeme 12 000 rpm /5 min. Supernatant odlit pry¢.

Sediment resuspendujeme ve 100 pl chlazeného roztoku A (TEGLU-pufr), na
vortexu nejprve dikladné promichat, a pak teprve piidat lysozym na vyslednou
koncentraci 500 pg /ml a RN4zu na vyslednou koncentraci 10 pg /ml a opatrné
promichat- ne na vortexu

Inkubace 5 min / 20 °C - (vznik protoplastit).

Ptidat 200 pl Cerstvého roztoku B (NaOH+SDS), opatrné promichat nékolikerym
ptevracenim zkumavky. (nesmi se michat na vortexu).

Inkubace na ledu 5 min - (dochazi k lyzi bunek a denaturaci DNA).

Ptidat 150 pl ledem vychlazeného roztoku C (K-acetat). Opatrné promichat
neékolikerym pifevracenim zkumavky.

Inkubace na ledu 5 - 10 min — (dochazi k renaturaci plazmidové DNA),
chromozomalni DNA vytvaii komplex s proteiny a s SDS.

Zcentrifugovat zbytky bunck a chromozomalni DNA 12 000 rpm/5 min (chlazeny
rotor).

10.

Odebereme supernatant do Cist¢é mikrozkumavky a odstranime proteiny extrakci
stejnym objemem  smési  fenol:chloroform (1:1), promichat pfevracenim,
centrifugovat pii 12 000 rpm/5 min (chlazeny rotor), poté odebereme horni
vodnou fazi a stejnym zplisobem ji zpracujeme chloroformem (tj. Sevageovou
smési), opet centrifugovat pii 12 000 rpm /5 min (chlazeny rotor).

11.

K horni vodné fazi ptidat 1/10 objemu 3M octanu sodného, promichat a poté ptidat
2 objemy vychlazeného 96% etanolu, promichat pfevracenim, nechat stat 10 min
pii - 70 °C) nebo 20-30 min pii -20 °C.

12.

Centrifugace 12 000 rpm / 15 min/ 4 °C. Opatrné odstranit alkohol a k peletu ptidat
1 ml 70% etanolu, nechat stat 10 min pii 20 °C.

13.

Opét zcentrifugujeme pii 12 000 rpm/15 min/ 4 °C a rychle a opatrné odstranit
alkohol. Plazmidovy pelet v mikrozkumavce oto¢ené dnem vzhlru nechat ususit,
bud’ pti pokojové teploté, nebo dosusit ve vakuu (2 az 3 min.).

14.

Vysusenou DNA rozpustit ve 40 - 50 ul TE pufru (pH 8,0). Uchovat pii -20 °C.

SloZeni roztokii:

Roztok A: 50mM glukéza, 25mM Tris-HCI (pH 8,0), 10mM EDTA (chlazeny)
Roztok B: 0,2M NaOH, 1% SDS (nutno pripravit vzdy cerstvy)
Roztok C: 5M octan draselny, pH=15,2  (chlazeny)

Roztok 3M octanu sodného

TE pufr pH 8

Sevageova smés: chloroform : izoamylalkohol (24 : 1)




Media a roztoky pouZivané pri izolaci DNA plazmidi

LB - bujon (Luria-Bertani medium)
SloZenina 1 000 ml:

Bacto tryptone 10g (1%)
Bacto yeast extract 5¢ (0,5%)
NaCl 10 g (1%)

Rozpustit , upravit pH na 7,0 ( pomoci 5SM
NaOH)
Autoklavovat pii 121 °C/15 - 20 min.

LB - agar (Luria-Bertani medium)
Slozeni na 1 000 ml:

Bacto tryptone 10g (1%)
Bacto yeast extract 5¢ (0,5%)
NaCl 10 g (1%)
Agar 15¢g (1,5%)

Rozpustit , upravit pH na 7,0 ( pomoci 5SM NaOH)
Autoklavovat pfti 121 °C/15 - 20 min.

Roztok A (TEGLU) -pufr (pouzivat chlazeny)

25 mM Tris-HCI (pH 8,0) S
10mM EDTA (pH 8,0)
50 mM glukéza (m.v.= 180,16)

Autoklavovat pii 121 °C/15 min, uchova pfi 4 °C

Roztok B

0,2M NaOH
1% SDS (sodium dodecyl sulfate)

Poznamka: pripravuje se vzdy cerstvy!

Roztok C ( 5M octanu draselného)

SloZeni na 100 ml:

5M octan draselny 60 ml
ledové kyselina octova 11,5 ml
deionizovana voda 28,5 ml

Poznamka: pted pouzitim je tfeba roztok vychladit
na ledu!

Sevageova smés:

Smichat 24 dily chloroformu s1 dilem
izoamylalkoholu.

70% Etylalkohol

Redi se 96% etylalkohol pfislusnym mnoZstvim
destilované vody (nejlépe deionizované).

0.5M EDTA (Disodium ethylene diamine tetraacetate .

2H,0)

Slozeni na 1000 ml:

Do 800 ml destilované vody (deionizované) pridat 186,1 g EDTA.

Na magnetické michacce diikladné rozmichat.
Upravit pH na 8,0 pfidanim asi 20 g pelet NaOH.
Sterilizovat autoklavovanim 121 °C/15 - 20 min

10% SDS (sodium dodecyl sulfate)
Slozeni na 1 000 ml:

Rozpustit 100 g SDS v 900 ml destilované vody.

Zahtat na 68 °C. Upravit pH na 7,2 pfidanim nekolika kapek koncentrované HCL.

Doplnit na vysledny objem 1 000 ml.

TE-pufr (Tris-EDTA)
10 mM Tris-HC1
1 mMEDTA

1M TRIS-HCL
Slozeni na 1 000 ml:

Rozpustit 121,2 g Tris-base v 800 ml destilované vody. Upravit pH pfidanim koncentrované HCl v mnozstvi

dle pozadované vysledné hodnoty pH:

pro pH 7,4 70 ml HCI
pro pH 7,6 60 ml HCI
pro pH 8,0 42 ml HCI

Po tpraveé pH doplnit do vysledného objemu 1 000 ml. Sterilizace autoklavovanim pti 121 °C/15 - 20 min.




Vyznam roztokii v procesu izolace plazmidu alkalickou lyzi:

Roztok A s glukézou je pufr, EDTA je inhibitor nukledz a vychytava (vaze)
dvojmocné ionty Mg”", které puisobi jako kofaktory nukledz.

Roztok B s NaOH je lyzacni, zvySuje pH smési na 12 - 12,5, tim dochazi
k denaturaci fragmentované DNA, plazmidovd DNA denaturuje casteCné a
reverzibilné.

SDS detergent dokoncuje lyzi a Gcastni se odstranéni proteinti

Roztok C s octanem draselnym (K-acetdtem) neutralizuje hydroxid, zdenaturovana
DNA renaturuje, tvoii komplex s proteiny a vysrazi se. Aby srazenina zistala v
sedimentu a nezvySovala se iontova sila vlastniho lyzatu (supernatantu), je nutné
pracovat pii nizké teploté.

smés fenol-chloroformu denaturuje proteiny, chloroform odstraiiuje zbytky fenolu
(fenol se miize téz odstranit dialyzou)

96% etanol srazi plazmidovou DNA a udrzi ji vysrazenou. V 70% etanolu se ve
zbytkové vodé rozpusti vSechny zbytky ionti soli.

Piiprava roztoki.

Ampicilin: Navazka 100 mg/ml (rozpousti se v deionizované vod¢ ) pro pouziti do
LB-bujonu (10 ul/10ml).

Lysozym: Navazka 10 mg/ml (rozpousti se v deionizovan¢ vod¢) uchova pi1 —20 °C,
(manipulace s pracovnim roztokem na ledu).

Lysozym EC3.2.1.17, peptidoglykan N-acetylmuramoyl-hydrolaza; muraminidéza.
Enzym hydrolyzujici B-1, 4-vazby mezi N-acetylmuraminovou kyselinou a 2-
acetamido-2-deoxy-D-glukozovymi zbytky v peptidoglykanovych heteropolymerech
(mukopolysacharid nebo muropeptid) stény bunécné u prokaryot. Vyskytuje se v
slzach a jinych exokrinnich sekretech, ve velkém mnozstvi téz v pta¢im vajeCném
bilku. Antibakteridlni ucinky lysozymu spocivaji v Stépeni B (1-4) glykozidické
vazby mezi stiidajicimi se jednotkami N-acetylmuraminové kyseliny a N-
acetylglukozaminu, tvoficich dlouhy fetézec peptidoglykanu. Existuje sedm typl
lysozymu, oznacenych A-G, v§echny patii do rodiny laktalbumin/lysozym1.

RNaza: Navazka 10mg/ml (rozpousti se v deionizované vod¢). Pred pouzitim se
zasobni roztok 10x zfedi na pracovni koncentraci 1 mg/ml. Uchova pii —20 °C,
(manipulace s pracovnim roztokem na ledu).



