Izolace plasmidové DNA
1. Teoreticky uvod

1.1.Nukleové kyseliny

Nukleové kyseliny jsou makromolekularni latky, které ve své struktuie nesou genetickou informaci.
Béznymi nukleovymi kyselinami jsou kyselina deoxyribonukleova (DNA) a ribonukleova (RNA).
Zakladni stavebni jednotkou nukleovych kyselin je tzv. nukleotid. Nukleotid je obecné
heterocyklicka baze, kterd N-glykosidickou vazbou vaze sacharid (pentosu) a esterovou vazbou fosfat
(odtud kyselina). Heterocyklické baze v nukleovych kyselinach jsou purinové nebo pyrimidinové
povahy. Nejcastéji zastoupené pyrimidinové baze jsou cytosin (C), thymin (T) a uracil (U), a purinové
baze adenin (A) a guanin (G) (Obr. 1). Zatimco DNA obsahuje baze C, T, A, G, u RNA je T zaménén
za U.

Jak uz z nazvu vyplyva, nukleotidy RNA v sob€ vazou sacharid ribosu, kdezto DNA jeji 2-deoxy
variantu. Jednotlivé nukleotidy jsou vazany do polynukleotidového fetézce skrze fosfat (Obr. 2),

jedna se tedy o vazbu diesterovou.
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Obr. 1 Purinové a pyrimidinové nukleotidy.

Nukleove kyseliny byly objeveny jiz roku 1869 v buné¢nych jadrech. Jejich strukturu vSak odhalili
az v roce 1953 panové Watson a Crick (Nobelova cena), kdy bylo rozlusténo vzajemné parovani
nukleotidii dvou na sebe antiparalelnich fetézcii dvousroubovice DNA (Obr. 3).

Obr. 2 Nukleotidy spojené v fetézec (UAG).
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Obr. 3 Parovani bazi ve dvousroubovici DNA.

1.2. Typy DNA

Genom zahrnuje veskerou genetickou informaci uloZzenou v DNA konkrétniho organismu — kodujici
i nekodujici sekvence. Jinak feceno, genom organismu je kompletni sekvenci DNA jedné sady
chromosomil. U slozitéjSich organismi je do genomu mimo jadernou (chromozomalni) DNA
zahrnuta taktéz DNA semiautonomnich organel — mitochondrii (mitochondrialni DNA) anebo DNA
plastidi naptiklad chloroplastti (plastidovd DNA — chloroplastovd DNA), které se 1i$i od jaderné
DNA sekvenci nukleotidi.

U né&kterych bakterii, archebakterii a méné Casto u n€kterych eukaryot se v cytoplasmé vyskytuje
jeste dalsi typ DNA, ktery se replikuje nezavisle na chromozomu. Tato DNA je mald, kruhova
a nazyva se plasmid (Obr. 4). Plasmidovou DNA tvofi stovky az statisice par bazi (base pairs; bp).

Hostitelska buiika je vybavena veSkerym aparatem pro replikaci DNA, ale geneticka informace
pocatku replikace (locus ori) se nachazi na plasmidu. Nékteré plasmidy se do chromozomalni DNA
mohou v¢lenovat a replikuji se spolecné s ni, takové plasmidy se nazyvaji konjugativni. Pfeneseny
prirozenym zptisobem mohou byt pouze plasmidy, které maji geny pro tento pienos.

Plasmidy koduji geny, které nejsou esencialni pro pieziti bakterie, ale jejich pfitomnost ptinasi ¢asto
vyhody pro bakterialni bunku — naptiklad rezistence vuci antibiotikiim, schopnost degradace
toxickych organickych latek. V bunice muze byt vétsi pocet riznych druhii plasmidd. Umeéle
vytvorené plasmidy (vektory) slouzi v molekularni biologii pro rizné klonovaci a expresni techniky.

pUC18/19

2686 bp

Obr. 4 Schéma klonovaciho plasmidu pUC18/19 o velikosti 2686 bp: gen pro rezistenci k antibiotiku
ampicilinu (AmpR), sekvence pocatku replikace (rep), misto pro vklonovani cizorodého genu
(multiple cloning site; MCS), indikator pro kontrolu vkladaného cizorodého genu (lacZ).



1.3.Bakterie rodu Agrobacterium

Agrobacterium je pudni patogen schopny napadat mechanicky poskozené rostliny, které ze svych ran
produkuji fenolické latky chemicky velmi podobné acetosyringonu, jez chemotakticky tyto bakterie
ptitahuji. Agrobacterium je gramnegativni bakterie, ktera ma schopnost pienosu své plasmidové
DNA do bunék napadené rostliny, pficemz se ¢ast této DNA (transfer DNA, T-DNA) zaclenuje do
chromozomu hostitelskych bunék. Hlavnim zastupcem rodu Agrobakterii je Agrobacterium
tumefaciens, ktery po infekci, pfenosu a integraci (Obr. 5) svych genti pomoci specialniho Ti-
plasmidu (tumor-inducing plasmid) u rostlin zptisobuje tvorbu nadort (Obr. 6A).
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Obr. 5 Schéma pienosu cizorodého genu do Ti-plasmidu Agrobakteria. Po infekci rostliny dochazi k
integraci cizorodého genu do genomové DNA hostitelské rostliny.

Druhym dulezitym kmenem rodu Agrobakterii je Agrobacterium rhizogenes, které pienasi Ri-
plasmid (root-inducing plasmid). Tento plasmid na sob¢ nese tzv. root locus (rol) geny, které jsou
zodpovédné za tvorbu transgennich kotenli morfologicky srovnatelnych s normalnimi koteny (Obr.
6B). Pro experimentalni ucely se k transformaci rostlin vyuziva nizkoviruelntnich kment jako napt.
kmen Agrobacterium rhizogenes R15834, se kterym budete pracovat v ramci této ulohy.

Obr.6 Tumor vytvoieny bakterii Agrobacterium tumefaciens (A) a kofen rostouci z délozniho listku
rajcete po jeho transformaci bakterii Agrobacterium rhizogenes (B)

Pro svou schopnost pfenosu geni do rostlin je Agrobacterium pouzivano v rostlinnych
biotechnologiich k cilenému vnaSeni konkrétnich genti do rostlinného genomu a vytvafeni tzv.
transgennich rostlin (geneticky modifikovanych organismi, GMO).



1.4.Metody izolace nukleovych kyselin

Pro izolaci nukleovych kyselin z zivych organismt byla vyvinuta fada metod, které¢ se od sebe mohou
dosti odliSovat. Pro stru¢nost tohoto textu budou popsany dvé zakladni.

Prvnim krokem u v§ech metod je vzdy lyze bunék, nebo pevné tkané. U bun¢k vétsSinou staci rozrusit
bunécnou sténu a membrany, nejcasteji se za timto ucelem pouzivaji detergenty jako je dodecylsulfat
sodny (SDS) nebo Triton X-100. Pro izolaci DNA nebo RNA z rostlinnych pletiv nebo Zivocisnych
tkani je tieba nejdfive mechanického naruseni, to provadime bud’ mrazem — tekutym dusikem nebo
riznymi typy homogenizator. Bunéény obsah vcetn¢é DNA se z lyzovanych bunc€k uvolni do
extrakéniho pufru, ktery vzdy musi obsahovat chelatacni ¢inidlo etylendiaminotetraoctovou kyselinu
(EDTA), kterd vychytd veskeré vapenaté ionty z extraktu. Vapenaté ionty funguji jako kofaktory
nukleas, enzymii které §tépi nukleové kyseliny, a pokud by tyto enzymy byly béhem extrakce aktivni,
nastépily by veskeré izolované nukleové kyseliny. Do extrak¢éniho pufru se nékdy ptidavaji navic
jesté proteinasy, enzymy Stépici proteiny. VétSina DNA je totiz obalend histony a jejich odstranéni
proteinasou zvysi Cistotu izolované DNA.

Jeden typ metod je zalozen na extrakci smési fenolu a chloroformu. Fenol se rozpousti ve vodé i v
chloroformu, preferuje ale chloroform. Chloroform se jako organické rozpoustédlo s vodou nemisi.
Ptidame-li tedy smés fenolu a chloroformu k extraktu ze zivé tkdné, veskeré tuky piechdzeji do
chloroformu, bilkoviny a cast polysacharidii se pisobenim organickych rozpoustédel vysrazi a
nukleové kyseliny zlistanou ve vodné fazi. Po intenzivni extrakci se smés zcentrifuguje a vzniklé taze
od sebe odd¢li. Vysrazené proteiny a sacharidy vytvoii na rozhrani bilou prstencovitou srazeninu.

Pro vysraZeni nukleovych kyselin z vodné faze se pouzivé absolutni ethanol s pfidavkem soli nebo
isopropanol. Po intenzivni centrifugaci (14.000 RPM) pak nukleova kyselina vytvoii ve zkumavce
opaleskujici pelet, ktery se jesté promyva etanolem, susi a nakonec rozpousti ve vod¢ nebo vhodném
pufru.

Novéjsi metody vyuzivaji adsorpce nukleovych kyselin na silikat v pfitomnosti chaotropnich soli,
jako je tieba guanidin thiokyanat. Extrakt nukleovych kyselin se smicha se silikatovou matrici v
podobé vrstvy silikatovych kuli¢ek v pfitomnosti chaotropni soli. Nukleové kyseliny se navazi na
kulicky a ty se pak promyvanim zbavi kontaminujicich proteinti, polysacharidii a jinych nedistot.
Nakonec se nukleové kyseliny z kuli¢ek uvolni sniZenim iontové sily roztoku. Tato metoda je velice
rychla a efektivni a vyuziva se ve vétsiné komercnich setti pro izolaci nukleovych kyselin napt. v
diagnostickych laboratofich v nemocnicich.

1.5.1zolace plasmidové DNA metodou alkalické lyze

Plasmidy z bakterialni kultury nejcastéji izolujeme metodou tzv. alkalické lyze. Tato metoda je
zaloZzena na faktu, ze vétSina chromozomalni DNA, bakteridlnich proteini a SDS precipituje pii
neutralizaci siln€ alkalického roztoku pomoci octanu draselného, kdezto plasmidova DNA zistava v
roztoku.

Lyze bungk se provadi zvySenim pH pomoci hydroxidu sodného v dodecylsiranu sodném. V tomto
kroku se denaturuje a srazi chromozomalni DNA. VétSina chromozomalni DNA a proteinovych
sraZenin se nachdzi v komplexnich slouceninach s draslikem a SDS, které se ze suspenze odstrani
pomoci centrifugace. Molekuly plasmidové DNA, které jsou mensi, zlistanou v rozvolnéném stavu v
roztoku. Po neutralizaci roztoku uskutecnénou octanem draselnym se rozvolnéna plasmidovd DNA
renaturuje a chromozomdlni DNA ziistane ve sraZzening. Precipitat obsahujici proteiny a
chromosomalni DNA se odstrani centrifugaci a plasmidova DNA se ze supernatantu vysraZzi
isopropanolem a promyje ethanolem. Po vysuSeni Ize plasmidovou DNA rozpustit ve vodé nebo v
uchovavacim pufru zamrazenou na -70 °C.
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Obr.7 Schéma izolace plasmidové DNA metodou alkalické 1yze

1.6.Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty nukleovych kyselin

Jako dukaz ptitomnosti izolované DNA 1 kontrolu jeji Cistoty pouzivame nejcastéji spektrofotometrii
v blizké UV oblasti, jelikoz nukleové kyseliny absorbuji nejintenzivnéji svétlo o vinové délce
260 nm. Pomoci Lambert-Beerova zakona Ize dat do souvislosti mnozstvi absorbovaného svétla a
koncentraci absorbujicich molekul (zde nukleovych kyselin) dle vztahu:

A=¢gcl,
kde: A...absorbance,
€...molarni absorp¢ni koeficient,
c...koncentrace,
l...d¢lka kyvety.

Pro jednotlivé typy nukleovych kyselin byly stanoveny prumérné molarni absorp¢ni koeficienty,
které shrnuje tabulka 1.

Tab. 1: Molarni absorp¢ni koeficienty nukleovych kyselin.

Molarni absorpéni koeficient €
[(ng/mD)*-cm™]

Typ nukleové kyseliny

dvouvlaknova DNA 0,020
jednovlaknova DNA 0,027
jednovliknova RNA 0,025

Diky znalosti molarniho absorpéniho koeficientu a Lambert-Beerova zakona lze napiiklad pro
dvouvlaknovou DNA vyvodit, Ze pii jednotkové délce kyvety (I=1 cm), je Aze0 rovno 1, kdyz
koncentrace dvouvlaknové DNA odpovida 50 pg/ml. Tento princip vypoctu lze pouzit i pro dalsi dva
typy nukleovych kyselin (shrnuti poskytuje tabulka 2), pfi¢emz lze vyuzit pro absorbance dosahujici
az dvou jednotek.



Tab. 2: Koncentrace nukleovych kyselin pii jednotkové délce kyvety a Azeo=1.

Typ nukleové kyseliny Koncentrace priI=1 cm a A2s0=1
[pg/ml]
dvouvlaknova DNA 50
jednovlaknova DNA 37
jednovlaknova RNA 40

Pfi stanoveni koncentrace nukleovych kyselin je nutné dbat na Cistotu preparatu, protoze rusi
pritomnost proteinti, aromatickych latek a dalSich. Jelikoz proteiny absorbuji zafeni o vinové délce
280 nm, Ize z pomé&ru Azeo/ Azeo urcit ¢istotu preparatu. Pokud je DNA preparat ¢isty, pomér Azeso/ A2go
dosahuje hodnoty 1,8, pro RNA tento pomér dosahuje hodnoty 2,1.

Koncentraci DNA lze ziskat také ze vztahu:
CpNA=02,9 Ang0-36,0"Angg [ng/mi]
Obsah kontaminujicich proteint l1ze vypocitat podle nasledujiciho vztahu:
Cproteiny=1,55"A2g0-0,76- Az [pg/ml]

Absorbance je ve vztahu s absorbovanym svétlem dle rovnice:

A=-logT=- logll,
0

kde: A...absorbance,
T...transmitance (propustnost),
lo...intenzita zafeni dopadajiciho na vzorek,
|...intenzita zareni proslého vzorkem.

Z tohoto vztahu je patrné, ze pii absorbanci A=2, je hodnota transmitance T=0,01, tedy 1%, coz
znamena, ze 99% dopadajiciho zafeni bylo absorbovano (blokovano) vzorkem, coz méteni zatézuje
velkou chybou.

M¢ifené hodnoty absorbance by tedy mély dosahovat hodnot nejlépe v rozmezi 0,1-1,0.
Pti absorbancich vyssich nez 1, je tedy nutné vzorek vhodné ziedit. Faktor fedéni, tedy kolikrat byl
vzorek nafedén, je poté nutno zahrnout do vypoctu koncentrace dle vztahu:

Cnefedény vzorek — Credény vzorek” faktor redéni.

Daleko citlivéjsi stanoveni koncentrace DNA je pomoci fluorimetrie, kdy méfime fluorescenci DNA

po smiseni se specifickym interkalaénim barvivem, tedy barvivem, které se vimezeiuje mezi pary bazi
v DNA.

Pro méteni v UV oblasti je tieba pouzivat kyvety, které jsou pro tuto oblast spektra uréené — obvykle
se jednd o kyvety kiemenné ¢i jinak upravené. Pii pouziti plastové ¢i obycejné sklenéné kyvety
dochazi k absorpci UV zarfeni materidlem kyvety, tudiz jim paprsek neprojde a nelze stanovit
absorbanci méfeného vzorku (Obr. 4A). Pti pouziti UV kyvety uvidite hladky prabéh spektra (Obr.
4B). Déle je tfeba davat pozor na smér, kterym kyvetu do spektrofotometru vkladate. Pii Spatném
vloZeni kyvety opét nelze stanovit absorbanci métené¢ho vzorku (Obr. 4C).



Obr. 8 UV spektra stejného vzorku plasmidové DNA pti pouziti (A) plastové kyvety, (B) UV kyvety,
(C) UV kyvety vlozené Spatnym smérem, s vysokou koncentraci kontaminujicich proteinti (D). Na
obrazku B je vidét absorpéni maximum DNA pii 260 nm.

2. Prakticka cast: lzolace DNA Ri-plasmidu z bakterialniho kmene
Agrobacterium rhizogenes R15834 metodou alkalické lyze

2.1.Cile dilohy

I.  Zvladnuti techniky izolace plasmidové DNA.
Il.  Trénink pipetovani a prace s centrifugou.
I1l.  Préce se spektrofotometrem v UV oblasti.
IV.  Stanoveni koncentrace plasmidové DNA, jeji ¢istoty a obsahu kontaminujicich proteini.

2.2 . Material

Jako vychozi material pro izolaci plasmidové DNA bude pouZita pies noc péstovana kultura divokého
kmene (wild-type) Agrobacterium rhizogenes R15834.

2.3.Pristroje
Vortex, chlazena centrifuga, spektrofotometr.
2.4.Chemikalie

Tris, ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA), hydroxid sodny, dodecylsulfat sodny (SDS), octan
draselny, kyselina chlorovodikova (HCI), kyselina octova, RNasa A, isopropanol, ethanol

2.5.Roztoky

Roztok P1
50 mM Tris/HCI pH=8.0, 10 mM EDTA. Autokldvovano. Po autokldvovani pfidano 0,1 mg/ml
Rnasy A. Uchovavano v lednici.



Roztok P2
0,2 M NaOH, 1 % SDS. Autoklavovano.

Roztok P3
3 M octan draselny/kyselina octova pH=5.5. Autoklavovéno.

100% isopropanol

70% ethanol
Pro tcely této ulohy uchovavan v mrazaku.

2.6.Ukoly

2.6.1. I1zolace plasmidové DNA

Piedchazejte kontaminaci roztoki a pipet bakteridlnimi kulturami!!!
Vychlad’te centrifugu na 4°C. Do centrifugy vkladejte pouze ocisténé a osusené
falkony!

e Do falkony o objemu 50 ml pteneste 20 ml kultury Agrobacterium rhizogenes.

e Falkony centrifugujte 5 minut pii 6000 g. Médium opatrné odlijte, abyste zachovali bakteridlni
pelet.

e K bakteridlnimu peletu pridejte 3 ml roztoku P1 a resuspendujte pomoci vortexu az do tplného
rozpusténi peletu.

e Ptidejte 3 ml roztoku P2, promichejte 5x opakovanym ptevracenim falkony a nechejte 5 minut
stat pfi laboratorni teplot¢.

e Pridejte 3 ml roztoku P3, promichejte 5x opakovanym ptevracenim falkony a nechejte 5 minut
stat na ledu.

e Falkony centrifugujte 15 minut na 12000 g pfi teploté 4°C. Vznikly ¢iry supernatant piepipetujte
do ¢isté falkony o objemu 50 ml a pfidejte 6 ml 100% isopropanolu. Promichejte 5x opakovanym
prevracenim falkony (netfepat!) a centrifugujte 20 min pii 12000 g.

e Po centrifugaci je mozné vidét srazeninu plasmidové DNA jako téméft prisvitny, lehce mlécny
pelet na sténé falkony. Odpipetujte supernatant do odpadu a k peletu ptidejte 5 ml vychlazeného
(v mrazaku) 70% ethanolu. Centrifugujte 5 min pii 12000 g.

e Supernatant neodlévejte, ale odpipetujte do odpadu. Opatrné, ale dukladné odpipetujte veskeré
zbytky ethanolu do odpadu. V pfipadé pfitomnosti i nepatrného mnozstvi ethanolu falkonky
pulsn¢é zcentrifugujte a ethanol odpipetujte ,,dosucha“. Pelet nechejte zcela vysusit (pelet
zprusvitni a na sténach zkumavky nejsou vidét Zadné zbytky ethanolu, minimaln¢ 10 min) v
zapnuté digestofi pii laboratorni teploté.

e Velikost peletu konzultujte s vedoucim cviceni a rozpust'te resuspendovanim za pomoci pipety
se Spickou v pfimé&feném mnozstvi vody (pfiblizné¢ 100 pl), roztok plasmidové DNA pieneste do
mikrozkumavky o objemu 1,5 ml a uchovejte na ledu pro dalsi praci. Pokud se ¢ast peletu
nerozpousti, jednd se o kontaminujici proteiny. Téch je mozné se zbavit centrifugaci a
odpipetovanim supernatantu plasmidové DNA.



2.6.2. Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty plasmidové DNA

Pouzivejte kyvetu uréenou pro méreni v UV oblasti!
Do spektrofotometru vkladejte pouze o¢iSténé a osusené kyvety!

e Cast plasmidové DNA (1-10 ul) vhodng nafed’te do &isté mikrozkumavky (do celkového objemu
100 pl, 10-100x po konzultaci s vedoucim cvicenti).
e Jako blank (slepy vzorek) pro méteni pouzijte vodu, ve které jste plasmidovou DNA rozpustili.
e  Zapnéte spektrofotometr, zvolte Applications — Wavescan. Nastavte parametry méteni:
= Start wavelenght: 200 nm
= End wavelenght: 290 nm
* Mode: Absorbance
Potvrd’te nastavené parametry tlacitkem zelenym tlacitkem OK.
e Do kyvety napipetujte vodu tak, aby dosahovala vyznacené rysky. Vynulujte pfistroj modrym
tlacitkem s napisem OA. Po vyblankovani vodu vylijte do odpadu.
e Do kyvety pomoci Pasteurovy pipety pieneste vzorek vami izolované nafedéné plasmidové DNA
a proméite jeho absorp¢ni spektrum zmacknutim zeleného tlacitka.
e Pomoci Sipek odectéte hodnoty absorbanci Azeo @ Azgo. Plasmidovou DNA pfepipetujte zpét do
mikrozkumavky. Spektrum si vyfot'te.
e Kyvetu potadné vyplachnéte destilovanou vodou a pfistupte k méteni dalsiho vzorku.
e Vpiipad¢ A < 1 vzorky vhodné nafed’te a méfeni zopakujte. Nezapomente si poznamenat
vysledny faktor fedéni.
e  Vzorky popiSte vaSimi inicidly, uved’'te datum a kod skupiny a uchovejte pti -20°C do druhé série
uloh, kde budete DNA analyzovat pomoci elektromigra¢ni metody a vizualizovat specifickym
barvenim.

2.7.Vyhodnoceni

e Vypocitejte koncentraci vami izolované plasmidové DNA, stanovte jeji Cistotu z poméru
Az60/Azgo a stanovte obsah kontaminujicich proteint. Vysledky porovnejte s kolegy a v protokolu
shriite do piehledné tabulky.

e Do protokolu zahriite naméfeny graf absorpéniho spektra vami izolované plasmidové DNA.

2.8.Mozné problémy

Pii srazeni plasmidové DNA ze supernatantu isopropanolem neni vidét pelet/sraZenina.
Centrifugujte dalSich 20 min. SraZenina obsahujici plasmidovou DNA je téméf prisvitnd, ulpiva na
povrchu falkonky a jevi se Casto jako ,,nerovnost™ povrchu falkony. Je viditelna po prevraceni falkony
dnem vzhtiru proti svétlu.

SraZenina plasmidové DNA se nerozpousti.

Pricinou miZe byt vysokd koncentrace DNA v roztoku — zkuste sraZeninu rozpustit ve vétSim
mnozstvi vody.

Dalsi pri¢inou mtze byt nedostatecné vysuseni peletu DNA, pfitomny ethanol DNA srazi — vzorek
znovu zcentrifugujte, supernatant odeberte a sraZeninu fadné¢ vysuste.

Pii spektralnim stanoveni neni detekovan pik p¥i vinové délce 260 nm.

Nizka koncentrace plasmidové DNA — k méfeni pouzijte méné fedény vzorek. Pokud nepozorujete
zadny pik ani pfi zvySeni obsahu DNA v kyvété, zméite piimo vaS vzorek. Pokud ani poté
nepozorujete absorpci pii 260 nm, nepodafilo se vam plasmidovou DNA izolovat.



