Izolace plasmidové DNA

(cviceni ¢. 3)
Uvodni slovo

Plasmidy jsou extrachromosomalni kruznicové molekuly dvouSroubovicové DNA o
velikostech 1 000 az 200 000 bp. Vyskytuji se téméf ve vSech bakterialnich rodech, jak
grampozitivnich tak gramnegativnich, v kvasinkach i u nékterych vyssich eukaryot. VétSinou
jsou ale schopny se replikovat pouze v tzce vymezeném okruhu hostitelskych bunék. Na
rozdil od chromozému nesou pouze geny koédujici druhotné znaky, napft. rezistenci k riznym
antibiotikiim, které buinice pomahaji pfezit za nestandardnich podminek. Jiné geny koduji
rezistenci k toxickym latkdm, produkei enterotoxinil, kolicind, restrikénich a modifikacnich
enzymil nebo schopnost degradovat komplexni organické slouceniny. Plasmidy se replikuji
nezavisle na replikaci chromosomalni DNA. Jejich replikacni cyklus mize, ale nemusi byt s
replikaci bakteridlniho chromozému a s cyklem bunééného déleni synchronizovan.
V takovém piipadé muize pocet plasmidi v bunice dosdhnout az nékolika set kopii. Tyto
plasmidy jsou vhodné pro genové inzenyrstvi, protoze mohou byt z bunék izolovany ve
velkych mnozZstvich.

Vsechny plasmidy v soucasné dobé pouzivané ke klonovani, jsou oproti pfirozenym
plasmidim upravené. O tom, zdali je plasmid pro klonovani vhodny, rozhoduje predevsim
velikost. Je-li plasmid maly, dokaze G¢inn¢ transformovat buniku. Vedle toho musi byt
plasmid v bufice stabilni a vyskytovat se v bufice ve vysokém poétu kopii, coZz umoziuje
doséhnout dostatecné vysoky vytézek.

Komercéné dostupné plasmidy pouzivané v genovém inzenyrstvi obsahuji tii dilezité
sekvence:

a) Pocatek replikace, misto ori, ktery je podminkou produkce novych kopii. Kromé toho
vétSina modernich plasmidu (ty, které se v buiice vyskytuji v nizkém poctu kopii) nese také
lokus par, ktery zajistuje rozdéleni jednotlivych kopii plasmidu do dcefinnych bunék béhem
déleni.

b) Selekéni znak, ktery zajistuje zvyhodnény rast transformovanych bakterii. 1 za
optimalnich podminek je totiz plasmid vnesen pouze do malé ¢asti bunécné populace. Proto je
tireba vyvinout selekéni tlak pro podporu rlstu téchto bunék. Pro tento el byva zpravidla
pouzit gen, ktery se fenotypové projevuje jako dominantni rezistence k urcitému antibiotiku.
Nejcasteji se pouzivaji geny zodpoveédné za rezistenci k ampicilinu.

¢) Klonovaci misto, umoznujici vlozit do plasmidu fragment cizorodé DNA. Klonovani misto
je usek DNA, umistény mimo ostatni dilezit¢ sekvence, ktery obsahuje rozpoznavaci
sekvenci pro jednu nebo vice restrikénich endonukledz (v tomto piipadé se oznacuje jako
»polylinker). Tato restrikéni mista jsou obsazena v plasmidu v jediném exemplafi, coz
zarucuje moznost inzerce dal§iho useku DNA, aniz by byl porusen néktery jiny tsek dilezity
pro replikaci plasmidu. V soucasné dob¢ jsou polyklonovaci mista konstruovana tak, aby byla
zajiSténa dostatecna flexibilita pro klonovani riznych fragmentti DNA. Navic byvaji v t€ésném
sousedstvi polyklonovacich mist vloZeny sekvence pro analyzu spravnosti vloZenych
fragmentt.

V zavislosti na pribéhu izolace je mozno naizolovat rtizné formy plasmidové DNA:
V nativnim stavu v buiice se plasmid vyskytuje v nadsroubovicové formé oznaCované jako



CCC-forma (covalent closed circle). Pokud jsou vSechny izolované molekuly v CCC-formé,
pak byla izolace idealni. Pokud dojde k pferuSeni jednoho fetézce DNA, plasmid se rozvine
do podoby oteviené kruznice, tzv. OC-formy (open circle). Po pferuseni obou fetézci vznika
linearizovana molekula plasmidové DNA, tzv. L-forma. CCC-forma plasmidu putuje
Vv elektrickém poli nejrychleji ze vSech uvedenych. Pomaleji se pohybuje OC-forma a
nejpomaleji L-forma. V praxi ziskavame zpravidla pii bezproblémovém pribéhu izolace
plasmidové DNA nejvétsi podil CCC-forem a malé mnozstvi L-forem. Formu OC a L je na
elektroforetickém gelu nesnadné rozligit, pohybuji se podobnou rychlosti. Casto pozorujeme
komplexy nadSoubovicovych struktur a potom hovofime o dimerech, tetrametrech atd. Ty se
pochopitelné pohybuji v elektrickém poli pomaleji nez vyse uvedené struktury. V izolatech
plasmidu se vyskytuji i zbytky chromosomalni DNA, ktera nebyla dostate¢né odstranéna.

Vyjimecné je mozné pozorovat na gelu i denaturované molekuly plasmidové DNA. Ty
se pohybuji jesté rychleji nez CCC-formy. K denaturaci plasmidové DNA ale dochézi pouze v
ptipad¢, ze slozeni izola¢nich roztokli nebylo spravné nastaveno, zejména pii pH lyzacniho
roztoku vyS$im nez 12,45. Denaturovand DNA je nevhodna pro dalsi préci.

Standardni postup izolace plasmidové DNA sestava ze ¢ty zakladnich kroku:

1) V prvnim kroku jsou bakteridlni buitkky homogenizovany a je odstranéna jejich bunéc¢na
sténa, a to pusobenim vhodnych enzymi, napiiklad lysozymu pro Escherichia coli,
lysostaphinu pro stafylokoky, apod. Vedle toho se pouziva proteinaza K, enzym, ktery
rozklada proteinovou slozku bunécné stény.

2) Ve druhém kroku dojde klyzi cytoplasmatické membrany pusobenim detergentd,
zpravidla dodecylsulfatu sodného (SDS) a uvolnéni vnitiniho obsahu buiiky do vysoce
alkalického prostredi. Alkalita roztoku, pH 12,45, zajisti denaturaci vSech nukleovych
kyselin a proteint.

3) Ve tietim kroku nasleduje prudké snizeni pH na hodnoty kolem 7,0. Dojde k vysrazeni
proteini a zbytkGi bunéénych stén. Dlouhd vldkna chromosomalni DNA nestaci
reasociovat a stanou se soucasti této srazeniny. Naproti tomu malé molekuly plasmidové
DNA zstavaji 1 pfi denaturaci v podminkach pH = 12,45 vzijemné propojeny a pii
prudkém sniZeni pH znovu reasociuji za vzniku kompaktnich struktur.

4) V dalsim kroku nasleduje oddéleni srazeniny od reasociovanych molekul plasmidové
DNA vysokoobratkovou centrifugaci. Plasmid je potom z vysledného roztoku purifikovan
na chromatografické kolon€ a vysrazen ethanolem.

Komer¢ni souprava spole¢nosti JETQUICK (Plasmid Miniprep spin Kit), ktera bude pouZita
Vv tomto cviéeni, je urcena pro izolaci plasmidové DNA z 1 az 3 ml (vyjimecné 5ml) bunééné
suspenze bakterii Escherichia coli. Izolovanou DNA je mozné pouzit pro vSechny nasledné
metody genového inZenyrstvi.

Cil cviceni
Izolovat plasmidovou DNA z bakterialni suspenze Escherichia coli.

Seznam pfistroju
e nadoba s ledem
e tiepacka Vortex
e centrifuga na 1,5 ml mikrozkumavky s otackami do 14 000 rpm (20 000 g)
e sada pipet 0 objemech 20, 200 a 500 pl




Vlastni pracovni postup

Nez zacnete izolaci

e Pied prvnim pouzitim nové soupravy pfipravte promyvaci roztok pridanim ethanolu
96-100% do lahvicky s roztokem GX a G4, mnozstvi ethanolu ptidejte podle pokynti
vyrobce. Radné protiepejte a oznadte, e v nadobé uZ je ethanol.

e Pied prvnim pouzitim nové soupravy pfipravte také roztok G1 ptidanim pftilozené
RNazy A. Radné protiepejte a oznaéte, Ze byla pridana RNaza A. Pokud nebyl roztok
G1 skladovan v lednici pii 4 °C, vychlad’te G1 na ledu po dobu alesponi 15 min.

e Vsechny centrifugace se provadéji pii > 12,000 x g !

Bezpecnostni opatieni!
e po celou dobu izolace méjte nasazené jednorazové plastové rukavice, nukledzy
z vasich rukou by mohly znicit izolovanou DNA,
e dodrzujte pravidla bezpecnosti prace pifedepsand pro laboratof,
e jakékoli zranéni hlaste vedoucimu cviceni.

Vlastni izolace

1) Napipetujte 1,8 ml cerstv€ narostlé suspenzni bakterialni kultury do 2,0 ml
mikrozkumavky a centrifugujte bunky pfi laboratorni teploté po dobu 2 - 3 min

2) Odstrante supernatant pipetou tak, abyste nezvifili sediment.

3) Osuste mikrozkumavku pomoci bunicité vaty.

4) Ptidejte 250 pl na ledu vychlazeného (nebo z lednice 4 °C) G1 s RNazou A.

5) Radné promichejte vortexovanim po dobu nejméné 30 s. Na konci vortexovani musi byt
obsah zkumavky homogenni. Jakékoli nehomogenizované shluky buné€k snizuji vytézek.

6) Pridejte 250 ul lyzaéniho pufru G2. Setrné promichejte tak, ze zkumavku pievracite,
dokud neni roztok homogenni - nevortexovat! V tomto kroku dojde k denaturaci DNA.

7) Inkubujte lyzat po dobu 5 minut pti pokojové teplote.

8) Pridejte 350 pl neutralizacniho pufru G3. Okamzité promichejte tak, ze zkumavku
ptevracite dokud neni roztok homogenni - nevortexovat! V tomto kroku dojde k renaturaci
plasmidové DNA a vysrdZeni jaderné DNA.

9) Lyzat cetrifugujte pii pokojové teploté 10 min.

10) Vlozte kolonku JETQUICK do 2,0 ml mikrozkumavky.

11) Prepipetujte supernatant lyzatu do kolonky. Zamezte kontaktu s peletou, ktera obsahuje
jadernou DNA.

12) Centrifugujte pti laboratorni teploté po dobu 1 min.

13) Vylijte obsah zkumavky, ktery protekl kolonkou a kolonku vrat'te zpét do zkumavky

14) Do kolonky napipetujte 500 pl promyvaciho roztoku G4

15) Centrifugujte pfi laboratorni teploté po dobu 1 min.

16) Vylijte obsah zkumavky, ktery protekl kolonkou a kolonku vrat'te zpét do zkumavky.

17) Centrifugujte jesté jednou pii laboratorni teploté po dobu 1 min.

18) Odstrante zkumavku. Kolonku pteneste do ¢isté 1,5 ml mikrozkumavky.

19) Do kolonky napipetujte 75 ul eluéniho TE pufru nebo vody a centrifugujte po dobu 2 min.

20) Odstrante kolonku, eluovana DNA je v roztoku.

21) Stanovte koncentraci DNA podle cvieni ¢. 4 nebo 5, provedte elektroforézu podle
cviceni €. 13 a posud’te kvalitu izolované DNA. Uskladnéte DNA pfi -20 °C.

Dalsi informace k této problematice najdete v nasledujici literatuie

JETQUICK, 2005 biezen. JETQUICK Plasmid Miniprep spin Kit protocol



