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Abstrakt

Izolace plasmidové DNA je v mikrobiologii dulezitou a ¢asto vyuzivanou metodou. Samotné
izolaci predchazi priprava bakterialnich kompetentnich bunek a amplifikace plasmidu. V této
praci jsou plasmidy CHR2, ASAP1, ASAP-3, ASAP-5 a Ki2.1. nejprve amplifikovany
v bakteriich E.Coli kmenu DH5a a poté metodou fenol-chloroformové extrakce izolovany. K

urceni spravnosti izolace slouzi gelova elektroforéza a transfekce do bunécné linie HEK293.
KliCova slova

Plasmid, izolace DNA, transfekce, HEK293

Abstract

The isolation of plasmid DNA is an important and often used method in microbiology. The
isolation itself is preceded by preparation of bacterial competent cells and by amplification of
the plasmids. In this stage, plasmids CHR2, ASAP1, ASAP-3, ASAP-5 and K;?2.1. are first
amplified in E.Coli bacteria of the DHS5a strain and then isolated through the method of
phenol-chloroform extraction. Gel electrophoresis and transfection to cellular line HEK293

are used for determining the correctness of the isolation.
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Uvod

Tato prace se zabyva tématem izolace plasmidové DNA z bakterii a jeji ndslednou transfekci
do bunécné linie HEK293. V teoretické Casti prace jsou zpracovany zakladni informace a
fakta o DNA, plasmidech, bakteriich jako hostitelskych organismech a metodach izolace,

nutnd k pochopeni navazujici experimentalni casti.

Cilem préce je, sezndmit se s metodami izolace a transfekce plasmidové DNA a
nasledné vyuziti metody fenol-chloroformové extrakce pro jeji izolaci.

Nukleové kyseliny (DNA, RNA) pro nds znamenaji nejvyznamnéjsi bioinformacni
slozku bunéénych i1 nebunénych soustav. Za jejich objev (prvni izolaci) vdécime
Svycarskému biochemikovi Friedrichovi Miescher (1869-1872), ktery pracoval v institutu
Hoppe-Seillera ve Vidni. KdyZ provadél chemickou analyzu leukocytii pochazejicich z hnisu,
zjistil, ze zakladni slozkou bunéénych jader jsou organické latky bohaté na fosfor a nazval je
nukleové kyseliny (nukleus= jadro). OvSem biologické funkce téchto nové objevenych

organickych latek, byly objasnény az 75 let po objevu Friedricha Miescher. [1]

V letech 1952- 1966 byla objasnéna struktura DNA, popsany procesy transkripce,
translace a Nirenberg, Ochoa a Khorana rozlustili geneticky koéd. Po letech objevovani
nasledovalo obdobi klidu, az do doby tzv. revoluce v experimentdlni biologii (1971-1973),
kdy byly vyvinuty zcela nové metody realizujici dfive neproveditelné experimenty. Jedna se o
metody technologie rekombinantni DNA nebo také genové inzenyrstvi a jejich hlavnim

pfedmétem bylo klonovani gend. [2]

Izolace plasmidové DNA se v genovém inzenyrstvi velmi Casto vyuziva, protoze
plasmidova DNA ma schopnost tvofit rekombinantni proteiny, které mohou byt zaclenény do

bunék jiného organismu a tam replikovany.

Pro amplifikaci plasmidové DNA je vyuzivano bakteridlnich linii, ve kterych se vpravena
plasmidova DNA namnozi a nésledné izoluje. 1zolaci se zisk4 kruhova molekula plasmidové
DNA, ktera muze slouzit jako predloha pro fadu definovanych membranovych konstruktu.
V experimentalni ¢asti této prace byly pro izolaci plasmidové DNA pouzity proteiny
channelrhodopsin-2 (CHR2), activated sensor of action potentials (ASAP1, ASAP-3, ASAP-

5) adraselny kandl K 2.1. Gelovou elektroforézou a transfekci je ziskand DNA otestovéna.

K transfekci se v této praci jako modelovy organismus vyuziva bunécéna linie HEK293 a

to z divodu jeji jednoduché transfekce.



1 Teoreticka cast

Teoretickou ¢ast této prace tvoii jednotlivé kapitoly, postupné odhalujici fakta daného tématu.
Kapitoly jsou uspotradany od zdkladnich informaci o DNA a jeji plasmidové formé pres
informace o bakteriich Escherischia Coli, které slouzi v této prici jako hostitelsky organismus
pro plasmidy k jejich naklonovani. Dilezitou kapitolou je samotnd izolace plasmidové DNA
z bakterii se zaméfenim na fenol-chloroformovou metodu a nisledné metody zhodnoceni
kvality provedené izolace, jimiz jsou gelova elektroforéza a kontrolni transfekce do bunécné
linie HEK?293.

1.1 DNA

Zakladni biologicka dloha deoxyribonukleové kyseliny (DNA) je ukldadani a prenos genetické
informace. U eukaryotickych bunék se nachazi v jadfe na chromozomech (malé mnozstvi je
ulozeno v mitochondriich) a u prokaryotickych bunék, které nemaji jadro, se DNA nachazi
v podobé hlavniho cirkularniho chromozomu a tzv. extrachromozomalnich genetickych prvki

— plasmidu, o kterych je pojednano v kapitole 1.2.

Informace je v DNA ulozena jako kod sestavajici ze Ctyf chemickych bazi- adenin (A),
guanin (G), cytosin (C) a thymin (T). A a G jsou baze purinové a C a T baze pyrimidinové.
Lidskd DNA se sklada cca ze 3 mld bazi a vice nez 99% téchto bazi je pro vSechny lidi stejné.
Jednotlivé baze tvoifi mezi sebou dvojice- pary a to na zakladé komplementarity adenin
s thyminem a cytosin s guaninem, coz dalo za vznik jednotce bp (base pairs- part bazi).
Vazba mezi cytosinem a guaninem je pevné&jsi, jelikoz ji tvori tfi vodikové mustky, kdezto
adenin s thyminem poji dva vodikové mustky. K celkové stabilit¢ molekuly pomahaji van der
Waalsovy sily mezi sousednimi bdzemi.[3]

Ke kazdé bazi je pfipojena péti uhlikova molekula cukru (DNA- deoxyrib6za, RNA-
ribéza) a molekula fosfatu. Dohromady tyto tfi Casti tvofi nukleotid. Jednotlivé nukleotidy
jsou usporadany ve dvou dlouhych vldknech, polynukleotidovych fetézcich, kterd tvori tzv.

dvousroubovici (Obrazek 1). [3]
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Obrazek 1: Struktura DNA [4]

Dulezitou vlastnosti DNA je schopnost replikace nebo vytvareni svych kopii. Kazdé
vldkno dvousroubovice muze slouzit jako vzor pro duplikaci sekvence bazi. Tato vlastnost je
dulezita pti déleni buné€k, protoze kazda nova burika musi dostat presnou kopii DNA ptavodni

bunky. [4]

Kazda sekvence DNA, ktera obsahuje instrukce k tvorbé proteind, je znama jako gen.
Nejmensi lidsky gen (kédujici jisty histon) tvoii pouze 500 nukleotida a nejvétsi gen tvoti 2.5
milionu nukleotidi (gen koduyjici bilkovinu dystrofin). Tvorba proteini se dée ve dvou
krocich. Prvnim dé&em, kdy se informace z DNA piepiSe do zprostiedkujici molekuly
nazyvané mRNA (messenger ribonucleic acid), je transkripce. Dal§im krokem je translace,
coz znamena pieklad informaci z mRNA do ,jazyka™ aminokyselin, které jsou stavebnimi
kameny bilkovin. [3]
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1.2 Plasmidy

Plasmidovd DNA neboli plasmidy, jsou malé (n€kolik az nékolik set kilobazi), cirkularni,
extrachromozomalni molekuly DNA, jez maji schopnost samostatné replikace. Nachazi se
v cytoplazmé prokaryotickych a nékterych eukaryotickych organismi. Na konci této kapitoly
jsou vypsany plasmidy, které jsou v experimentalni ¢asti izolovany.

Kazdy plasmid je v buiice zastoupen urcitym pocCtem svych kopii a miZze se v nich
nachézet doplikova geneticka informace, jako napf. schopnost rezistence k antibiotikim. Tato
schopnost umoziiuje preziti organismu v normalné toxickych koncentracich antibiotik
(chloramfenikol ¢i ampicilin) a slouzi jako tzv. selekéni marker, ktery je dikazem, ze bakterie
obsahuji dany plasmid. [2]

V genetickém inzenyrstvi jsou plasmidy vyuzivany pro experimentalni manipulace
s geny a slouzi jako tzv. klonovaci vektory k pfenosu genti (Obrazek 2).

OB,I A Misto naseddni

- Pocatek replikace . .

. primert
Primer

Apal
Nco |

Not |

KLONOVACI VEKTOR MCS EcoRI
Klonovaci misto

EcoRV
Sal
BamH |

Série restrikénich mist v MCS

Gen pro rezistenci Primer

k antibiotiku nebo L
jiny selekéni Terminacni

marker sekvence

Misto nasedani
primerd

Obrazek 2: Klonovaci vektor [5]

Klonovaci vektor nese nejméné jednu sekvenci DNA, jez muze v hostitelském organismu
(bakterii) fungovat jako pocatek replikace (ori). Diky tomu se plasmidy mohou v buiice
mnozit nezavisle na hlavnim hostitelském (bakteridlnim) chromosomu. [2] Druhym
dilezitym mistem klonovaciho vektoru je selek¢ni marker, ktery pravé zajistuje bunkam
s vnesenym vektorem vyhodu nad buikami, které ho neobsahuji. Vyhoda spociva napf.
v rezistenci k antibiotikiim, o ¢em jiz bylo pojednano vySe a docili se tim toho, ze po vyseti
bunék na medium porostou pouze burky obsahujici plasmid s genem rezistence. Treti

zakladni ¢asti klonovaciho vektoru je klonovaci misto (MCS- multiple cloning site), které
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obsahuje velké mnozstvi mist rozpoznavanych restrikénimi endonukleazami. Coz umoziuje
,otevieni“ plasmidu v tomto misté a vlozeni cizi DNA. Soucésti vektoru byvd také gen LacZ
neboli modro-bila selekce. Je to zpisob, jez rozlisi buriky obsahujici plasmid s vloZenou cizi
DNA od bun¢k s plasmidem bez cizi DNA. [5]

Channelrhodopsin-2: CHR?2 je protein pfibuzny rodopsinim a je zodpovédny za vniman{
svétla v rohovce, jednd se o svétlem aktivovany transmembranovy protein. Rodopsin je slozen
ze slozky absorbujici svétlo (chromofor)- retinalu a bilkovinného nosiCe- opsinu. Retinal
absorbuje dopadajici fotony svétla a dochazi k izomerizaci ze zdkladni cis formy na all-trans
formu. Tato zména konformace spousti dal§i kaskadu dé&u a jejim vysledkem je, ze jsme
schopni CHR2 v bunikach detekovat pomoci navazané YFP sondy a UV zafenim o vlnové
délce 560 nm.[18]

ASAP1: Accelerated Sensor of Action Potentials je uméle pfipraveny sensor akCnich
potenciall u savCich bunék a obsahuje zeleny fluorescencni protein, ktery reaguje na
membranovy potencidl. Tento plasmid detekuje jednotlivé akéni potencidly bunék az do
frekvence 200 Hz. [19] ASAP1 jsme schopni po ozafeni UV svétlem o vinové délce 540 nm
v bunkach detekovat diky navazané GFP sondé.

Kir2.1: jednd se o vnitin€é usmérnény iontove selektivni draslikovy kanal, ktery se nachazi
v membrané bun€k. Tento draslikovy kandl napomdhd stabilizovat klidovy membrinovy
potencial bunék tim, Ze usnadnuje prichod kladn€ nabitych ¢astic do buriky. Kanaly Ki2.1 se
vyskytuji u riznych typa bunék (napt. srde¢ni a ledvinové buriky, endotelialni buriky,
neurony, leukocyty). [20] Tento plasmid obsahuje Cerveny fluorescencni protein mCherry

s maximem excitacni vinové délky pii 587 nm.
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1.3 Escherischia Coli

Bakterie E.Coli, z Celedi Enterobacteriaceae patii k nejprostudovanéjSim modelovym
organismum. ProtoZze je pro fadu experimentalnich technik zapotiebi pouziti hostitelského
organismu, je E.Coli Casto nejvhodnéj§im adeptem. V experimentalni Casti prace byla tato
bakterie pouzita jako modelovy organismus pro amplifikaci plasmidové DNA. Konkrétn¢ byl

pouzit kmen DH5a, o kterém je pojednano nize v kapitole 1.3.1.

Kmeny Escherischia coli jsou gramnegativni, jednobunécné bakterie, tzv. koliformni
ty¢ky, diky biciku schopny pohybu a patii k nejcetnéjSim bakteriim aerobni saprofytické
sttevni mikroflory Clovéka a zvifat. Svij nazev ziskaly dle jména svého objevitele,
némeckého I1ékare Theodora Escherische, jez je vroce 1885 poprvé izoloval a
charakterizoval. [6]

Fyziologicky jsou tyto organismy univerzdlni s velmi dobrou adaptacni schopnosti na
razna prostiedi. Mohou rast v médiu s glukozou jako jedina organicka slozka. Za anaerobnich
podminek se rozmnozuji pomoci fermentace, kdy je kone¢nym produktem smés kyseliny a
plynu nebo pomoci anaerobniho dychéni, kde v dychacim fetézci figuruji jako akceptor
elektront latky jiné nez kyslik (napt. NO3, NO», fumarat). [7]

E.coli je v méfitku hostitelskych organisma organismus skytajici nejveétsi mnozstvi
raznych klonovacich vektort. Pfestoze se jedna o prokaryotni organismus, je v pouzivani pfi

studiu eukaryotnich gent stale na nejvyssi pricce.

Obrazek 3: Escherischia Coli [8]

Bakterie je mozné bez obtizi kultivovat v tekutém médiu. Kultivacni prostredi,

obsahujici vyvazenou smés nezbytnych Zzivin, umoziuje rast a efektivni déleni bakterii.
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Meédium, jehoz komponenty jsou znamy, se nazyva definované médium a piikladem je
médium M9. Obsahem tohoto média je smés anorganickych latek, zakladni prvky jako jsou
dusik, hoi¢ik, vapnik a glukéza. Dle druhu bakterie se jest€ pfidavaji dalsi rastové faktory
(stopové prvky, vitaminy). Tohoto typu média se vyuziva, jestlize je nutné, aby bakterie rostly
za presn¢ regulovanych podminek. Pokud se bakterie pestuji pouze za ucelem izolace DNA,

postac¢i druhy typ média. [2]

Druhym typem média je komplexni neboli nedefinované médium Luria-Bertani (LB) a
jeho kvalitativni a kvantitativni slozeni neni zcela znamo. Coz je zpusobeno tim, Ze dvé
slozky, trypton a kvasniny extrakt, jsou slozité smesi neznamych chemickych sloucenin.
Toto médium nepotiebuje pro kultivaci Siroké Skaly bakterialnich druht jiz zadné dalsi
doplnky. Trypton je zdrojem aminokyselin a malych peptidi a kvasni¢ny extrakt poskytuje

bakteriim dusik, cukry a anorganické i organické latky. [2]

Buitiky E. Coli se v LB médiu pfi teploté 37°C déli priblizn€ kazdych 20 minut, dokud

hustota suspenze nedosdhne maximalni hodnoty kolem 2-3x10° bunék/ml. [2]
1.3.1 DH5a

Tento kmen E.Coli byl vyvinut D. Hanahanem pro pouzivani v laboratotich pfi klonovani.
DH5a je klonovaci kmen svice mutacemi, které umoziuji transformaci s vysokou

ucinnosti.[9]

Bylo prokdzano, ze hostitelsky kmen ma vyznamny vliv, jak na vynos, tak na kvalitu
plasmidové DNA pouzité pro sekvenovani. Kmen DH5a ma stabilné nejvétsi vytézky kvalitni
plasmidové DNA a to hlavné diky tomu, Ze izolovana plasmidova DNA nepodléha degradaci
pii fenol-chloroformové extrakci. Z tohoto divodu je kmen DHS5o vhodnym typem

hostitelskych bunék pro izolaci plasmidové DNA. [10]
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1.4 Izolace plasmidové DNA

Vysoce kvalitni izolace biologicky aktivni plasmidové DNA je v oblasti biotechnologie
dulezita. Poptavka po ucinnych vyrobnich metodach plasmidové DNA je vysoka pro své
Siroké vyuziti v genové terapii, DNA sekvencich, genovych vakcinidch atd. Brzy byla
vyvinuta tradi¢ni fenol-chloroformova metoda izolace, o které je pojednano v kapitole 1.4.1.
Postupem c¢asu dochazelo ke zdokonalovani izolace DNA a s tim k vyvijeni dalSich metod
jako napft. izolace pomoci adsorpénich kolonek nebo magnetickych ¢astic. V experimentalni

Casti této prace byla pouzita klasicka fenol-chloroformova extrakce. [11]

Proces izolace DNA zbun¢k bakteridlnich kultur lze rozdélit do nésledujicich

zakladnich fazi:

e rust bakterialni kultury a nasledna sedimentace bunék
e naruSeni bunék a uvolnéni jejich obsahu
e odstranéni vSech slozek kromé& DNA

e zahusténi vysledného roztoku DNA

Bakterie kultivované v tekutém médiu je potfeba ziskat v co nejmensim objemu.
Centrifugaci pfi nizké rychlosti dojde k usazeni bakterii na dné zkumavky a kultivacni
médium lze slit. Ziskané bakteridlni buiky je potfeba narusit, aby se uvolnily vSechny
bunécné soucasti. Bunécnou sténu lze narusit technikou fyzikalni (mechanické rozruSeni)

nebo technikou chemickou (rozruseni chemickymi €inidly). [2]

K naruSeni bunécné stény E.Coli pro izolaci DNA se obvykle pouzivaji chemicka
¢inidla lysozym, EDTA (ethylendiamintetraacetate) Ci jejich kombinace a pridava se jeste
detergent, napt. SDS (dodecyl sulfat sodny). Detergenty odstranuji molekuly lipida, ¢imz
narusuji bunééné membrany. Po docileni lyze bun€k se centrifugaci odstrani nerozpustné

bunééné zbytky (napt. zZlomky bunécné stény) a zlstane Ciry bunécny extrakt. [2]

Kromé DNA obsahuje ziskany bunécny extrakt také proteiny a RNA. Pro vyizolovani
Cisté DNA se pouzivaji riizné metody, n€které z nich jsou blize popsany nize. RNA je mozné
snadno odstranit enzymaticky, pomoci ribonukledzy, kterd molekuly RNA degraduje na

ribonukleotidové podjednotky, jez jsou v dalSich fazich odstranény. [2]

Po zbaveni se vSech kontaminant (proteini, RNA) ve vzorku, se DNA vysrazi pomoci
alkoholu (pouziva se etanol nebo isopropanol). Centrifugaci poté srazenina sedimentuje a

nasledné se resuspenduje v pfiméfeném objemu pufru nebo vody. [2]
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Ziskani cisté plasmidové DNA je nutné, pokud maji byt plasmidy pouzity jako
klonovaci vektory. Je nezbytna separace plasmidi od bakterialni chromozomalni DNA.
Metody k oddéleni plasmidové DNA od chromozomalni jsou zalozeny na vzajemnych
fyzikalnich rozdilech.

Plasmidy dosahuji maximalné pouze 8% velikosti chromozomu bakterii, diky ¢emu je
mozné, pomoci technik odd€lovani malych molekul DNA od velkych, ziskat cistou
plasmidovou DNA. OvSem také techniky separace kruznicovych od linedrnich molekul
povedou k ziskani Cisté plasmidové DNA, jelikoz chromozomy se be&hem purifikace

bunééného extraktu rozpadaji na linearni fragmenty a plasmidy zistavaji v kruhové formé.[2]
1.4.1 Fenol-chloroformova extrakce

Jedna se o klasickou metodu odstranéni proteind z bunénych lyzath, ktera vyuZziva
organickych rozpoustédel. Tato metoda poskytuje dobré vysledky, je ekonomicky nenarocna,
avSak oproti jinym metodam zabere vice Casu a velkou roli zde hraje lidsky faktor (vysledky

jsou zavislé na presnosti provedeni). [12]

Smés fenolu a chloroformu (1:1) je fadné roztfepana s bunéénym lyzatem. Chloroform
je nemisitelny s vodou, jelikoz je to organické rozpoustédlo a proto se po centrifugovani smes
rozdeli na vodnou a organickou fazi. Vodna faze je lehdi, takze tvofi horni Cast a obsahuje
DNA. Spodni, organicka faze je tvorena fenolem. Na rozhrani téchto dvou fazi vznika bily
prstenec, ktery je tvofen vysrazenymi proteiny. Pro zajisténi dokonalého odstranéni proteina
se extrakce svodnou fazi az nékolikrat opakuje. Pomoci koncentrovaného etanolu nebo
isopropanolu dojde k vysrazeni DNA a naslednou centrifugaci ziskame pelet obsahujici danou
plasmidovou DNA. Supernatant je nasledné odstranén a k dalSimu uchovani je ziskand
izolovana DNA rozpusténa ve vhodném pufru. [12]

1.4.2 Adsorpéni kolonky

Tato metoda je povazovana za rychlou, jednoduchou, s vysokymi vytézky a na jejim principu
jsou zalozeny komer¢ni kolonkové kity, které slouzi pro rutinni extrakce DNA. Metoda je

zalozena na jednoduchém procesu vazby, promyti a uvolnéni. [12]

Je zde vyuzivano schopnosti NK, za pfitomnosti chaotropni soli, adsorbovat se na
povrch silikatu vyrobeného z oxidu kfemicitého. Pfi adsorpci hraje roli nékolik faktoru:
iontova sila, pH roztoku a typ NK. Silikat ma siln€ polarni charakter, coz umoziiuje adsorpci
NK. Kolonka s navazanou DNA je né¢kolikrat promyta vodou ¢i eluacnim pufrem a je

okamzité pfipravena na pouziti pro dalsi zkoumani. [12]
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1.4.3 Magnetické Castice

Metoda, zalozend na pouziti magnetickych Castic je pomémé snadna a vysledkem je DNA

nekontaminovand RNA nebo proteiny.

Magnetické Castice jsou utvary kulovitého tvaru o priméru 5 nm- 100 um. Jadro Castic
je tvofeno nejCastéji maghemitem, magnetitem nebo 1 zlatem. Jejich povrch je upraven tak,
aby bylo mozné navazani nukleovych kyselin.

Izolace DNA zalozena na pouziti magnetickych castic funguje tak, ze se ke vzorku
bunééného lyzatu pridaji magnetické Castice a cilené molekuly NK se navazi na jejich povrch.
Zkumavka se piilozi do blizkosti pisobeni magnetu a magnetické Castice pfilnou ke sténé

zkumavky. Zbyly roztok se odstrani a promyvanim se uvolni NK do pfislu§ného pufru.[12]
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1.5 Gelova elektroforéza

Separace molekul gelovou elektroforézou, je technika zaloZena na rozdilu elektrického naboje
molekul ve smési. Molekuly DNA jsou nositelkou negativniho naboje, tudiz v elektrickém
poli putuji smérem k pozitivnimu polu (anod€). Migracni rychlost je zavisla na tvaru
molekuly a na jejim poméru naboje k hmoté€. Tato separacni metoda se pouziva pfi izolaci
DNA jako ovéteni uspéSnosti izolace.

Pti provadéni elektroforézy se pouziva gel vyrobeny z agardzy, polyakrylamidu nebo
z jejich smési. Gel vytvori porovitou sit’, kterou molekuly DNA na cesté k anodé€ musi projit.
Plati zde pravidlo, ze ¢im je molekula mensi, tim rychleji gelem putuje. Takze na gelu
dochazi k oddéleni molekul DNA dle velikosti. V pfitomnosti DNA fragmenti riznych
velikosti se v gelu objevi fada prouzku. [13]

smés fragmentu ED
o DNA rizné velikosti 28
s =
= o
©| | gg 8
I ==
B = . n } dlouhée
— w - fragmenty
i *E_ |
— = | kratké
fragmenty
zdroj
elektroforeticky gel

Obrazek 4: Gelovi elektroforéza [13]

Gel je umistén v elektroforetické vang, ve které je obsazen elektrolyt (napt. TBE pufr).
Ke vzorkiim DNA se pfida tzv. vkladaci pufr, ktery zajisti, aby vzorky DNA klesly do jamek
v gelu, a doda vzorkim tmavé zbarveni pro snadnou kontrolu migrace vzorkd v gelu.
Do jedné z jamek se vnasi velikostni marker o definované velikosti jednotlivych fragmentd,
pro presn€j$i odhad velikosti DNA fragmentti ze vzorki. Dale se pfidava barvivo napf.
ethidiumbromid nebo SYBR Green, které se vaze na DNA a umozni v transluminatoru UV

zafenim zviditelnit fragmenty. [13]
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1.6 Transfekce bunék

Transfekce je analyticky nastroj, ktery umoziiuje studium funkce genti a genovych vyrobkt
buneék. Jedna se o metodu zacClenéni cizi nukleové kyseliny (nejcast€ji plasmidd)
do eukaryotické buiky za vzniku geneticky modifikovanych bunék. Hlavnim ucelem
transfekce je studium funkce gent nebo genovych produkti pomoci stimulace nebo inhibice
exprese urCitych gend. Metody transfekce jsou klasifikovany do tfi skupin: biologické,
chemické a fyzikalni. Dale se déli na stabilni a pfechodnou v zdvislosti na existenci

zaclenéného genetického materialu v buiikach. [16]
Stabilni transfekce

Pti stabilni transfekci je vlozeny geneticky material zaclenén do genomu hostitelské
bunky a jeho exprese probiha jakozto exprese sjednoceného genomu. Genova exprese u

stabilni transfekce pretrvavai po déleni bunék. [16]
Prechodna transfekce

Na rozdil od stabilni transfekce nedochdzi k zaClenéni genetického materidlu
do genomu hostitelské butiky. K expresi dochdzi hned po proniknuti nukleové kyseliny
do jadra a zaroven dochéazi k syntéze rekombinantniho proteinu, ktery je mozné po par
hodinach detekovat. [16]

A. Stabilni transfekce B. Prechodna transfekce
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Obrazek 5: Schéma stabilni transfekce (A) a pfechodné transfekce (B) [16]
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Na Obrazek 5 jsou zobrazeny rozdily mezi stabilni a pfechodnou transfekci. U stabilni
transfekce (Obrdazek 5A) cizorodd DNA (Cervend) projde pies bunécnou a jadernou
membranu do jadra buiky a zacleni se do jaderného genomu (Cernd) a nasleduje exprese
sjednoceného genomu. U prechodné transfekce (Obrdazek 5B) DNA pronikne do jadra buiiky,
ale nedojde k zaclenéni do genomu buriky (spole¢né€ muze proniknout do cytosolu i mRNA).

1.6.1 Transfekéni metody

Pro transfekci bunék bylo vyvinuto nékolik metod. Pfislusna metoda se voli dle typu bunek
(bunécné linie), ucelu transfekce a ucinnosti. Idedlni metoda by méla mit vysokou ucinnost
transfekce, nizkou toxicitu, minimalni G¢inky na normalni fyziologii buriky a musi byt snadno

pouzitelna a reprodukovatelna. Rozd€luji se na biologické, chemické a fyzikalni.
Biologické metody

Nejcasteji pouzivanou metodou v klinickém vyzkumu je virem zprostfedkovana
transfekce (znama jako transdukce), proto se také pro biologické metody pouziva Casto nazev
virdlni metody. Transfekce pomoci viru je vysoce efektivni, pouzivaji se adenoviry
a retroviry. Tzv. virové vektory jsou integrovdny do hostitelského genomu a dochézi k expresi
integrované DNA v hostitelské burice. Sjednocena DNA se replikuje a oddéluji se dcefinné

bunky, které umoziuji udrzitelnou expresi transgenu. [16]
Chemické metody

Chemické metody transfekce jsou nejpouzivané§i v soucasném vyzkumu. Principem
chemickych metod je piekonani zaporného naboje lipofilni membrany bunék. Je zapotiebi
vytvorit komplex prenasené DNA a transfekcni latky. Cely komplex piejde (pravdépodobné
pomoci endocytozy a fagocytozy) do cytoplasmy hostitelskych bunék, kde se ptisobenim
lysozomti a endozomu zaCne rozkladat, prenaSena DNA piejde do jadra a zaCne se
exprimovat. Jako transfek¢ni latky se bézné€ pouzivaji fosforeCnan vépenaty, kationovy
polymer, PEI (polyethylenimin) nebo kationtové lipidy. Uginnost chemicky metod je znaind
zavisla na riznych faktorech (napf. pH roztoku, stav bunécné membrany), prednosti vsak je

nizka cytotoxicita ¢i zadna mutageneze. [16]
Fyzikalni metody

Fyzikalni metody vyuzivaji k vpraveni DNA do bunky rizné fyzikalni nastroje. Tyto
metody zahrnuji mikroinjekce (zafizeni gene gun), elektroporaci, transfekci na bdzi laseru,
vyuziti magnetickych castic nebo také vyuziti ultrazvuku a magnetického pole. Z fyzikalnich

metod je nejvice vyuzivanou elektroporace, protoze je snadna, rychld a je schopna
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transfekovat velky pocet bunék v kratké dobé (ovSem musi byt stanoveny optimalni

podminky elektroporace). [16]
1.6.2 Bunéc¢na linie HEK293

Bunécna linie HEK293 (human embryonic kidney 293) jsou lidské embryonalni buriky
ledvinového epitelu. Pivodni buitky HEK293 byly poprvé ziskany z ledvin lidského embrya
a byly transformovdny virovou DNA adenoviru 5. Linii kultivoval ve své laboratori
v Holandsku védec Alex Van der Eb v 70. letech a transformaci provedl Frank Graham.
Oznaceni ¢islem 293 poukazuje na 293. transformacni pokus, ze kterého linie vzesla. [14]

Lidské embryondlni buriky ledvinového epitelu jsou v biomedicinském vyzkumu casto
pouzivané vzhledem ke svému Sirokému vyuziti. Bunééné linie jsou snadno kultivovatelné,
maji schopnost rychlého mnozeni a pomémé snadno se transfekuji. Prikladem pouziti bunék
HEK293 je studie ucinkt 1€kt na sodikové kanaly, analyza interakci mezi dvéma proteiny
nebo vyroba biologicky aktivnich proteint, které se Spatné produkuji v prokaryotickych
bunkach. Dale se také vyuzivaji k vyrobé exogennich proteinti nebo virt pro farmaceuticky

a biomedicinsky vyzkum. [15]

Obrazek 6: Buné¢éna linie HEK293 [17]
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2 Experimentalni ¢ast

Experimentalni cast prace se zabyva popisem uzitych metod a postupt s naslednym

zhodnocenim a diskuzi vysledku, kterych bylo dosazeno.

Naplni experimentdlni prace byla izolace plasmida, konkrétn€ proteinu CHR2,
ASAPI, ASAP-2, ASAP-3 a Kj;2.1, metodou fenol-chloroformové extrakce. Provedeno bylo

celkem 18 izolaci.
2.1 Metody

Metoda izolace plasmidové DNA, je proces, ktery obnasi pripravu kompetentnich bunék,
transformaci bunék a samotnou izolaci DNA. Pro izolaci plasmidové DNA byla pouzita

metoda fenol-chloroformové extrakce.
Amplifikace

Pro amplifikaci zminénych plasmidii byly zvoleny bakterialni bunky E.Coli kmenu
DH5a. Buriky bakterii musely byt upraveny, aby byly schopny pfijmout plasmidovou DNA-
kompetentni buriky.

Kompetentni buriky byly pfipraveny kultivaci 250 ml SOB media s1 ml
nekompetentnich bunék pfi teploté 37°C. Po 16ti hodinach byl centrifugaci (5000 otacek, 10
min) ziskan bunécny pelet, ktery byl nasledné rozpustén v 80 ml pufru CCMBS80 a inkubovian
20 min na ledu. Poté byla opét provedena centrifugace a bunécny pelet rozpustén v 10 ml
pufru. Jiz kompetentni buriky byly rozdéleny do 0,5 ml zkumavek a pro uchovani na dalsi

pouziti zmrazeny na -80 °C.

Nasledoval krok vpraveni plasmidi do kompetentnich bakterialnich bunék. 50 ul
kompetentnich bunék bylo smichano s plasmidovou DNA a 20 minut inkubovdno na ledu.
Poté byly buriky vystaveny teplotnimu Soku 42°C po 1 min, pfi kterém se destabilizovala
cytoplazmatickd membrdana kompetentnich bun€k a plasmidy se mohly zaclenit. Poté byl
k buntkdm pfidan 1 ml SOC media a na tfepacce pii 37°C 60 min inkubovéano. Po hodinové
inkubaci byly builky naneseny na agarové plotny s ampicilinem a v susicce pii 37°C pres noc

kultivovény.
Izolace plasmidové DNA

Butiky byly z agarovych ploten seSkrabnuty a umistény do tekutého LB media
s pfidanym ampicilinem, kde se pfes noc pii 37°C kultivovaly. Centrifugaci (4000 otacek, 10
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minut) byl ziskéan pelet, ktery byl fadnym vortexovanim resuspendovan ve 4 ml roztoku GET.
Poté¢ bylo pfiddno 8 ml detergentu alkalické-SDS, ¢imz doSlo k alkalické lyze bunécné
membrany. Doba plsobeni detergentu nesméla byt delsi nez 3 minuty. Aby se vyrovnalo pH,
bylo pfidano 6 ml roztoku KAc, fadné protfepano a 10 minut inkubovano na ledu. Néaslednou
centrifugaci byl ziskan vodny roztok, obsahujici DNA a pelet, ktery obsahoval zbytky bunék a
srazené bilkoviny. Vodny roztok byl ptelit do nové zkumavky, roziedén 16 ml isopropanolu
pro vysrazeni proteint a inkubovan 15 minut pii pokojové teploté. Pelet, ziskany centrifugaci
(10 minut, 5000 otacek), byl resuspendovan v 800 ul TE pufru, pfemistén do 2 ml zkumavek
a umistén do lazné 65°C na 20 minut. Po zahrati vzorku bylo pfidano 0,5 ul RNasy A (pro
odstranéni RNA) a 30 min pii 37°C inkubovano.

V této fazi nasleduje fenol-chloroformova extrakce pro zbaveni se zbylych zbytka
protein, RNA nebo jinych necistot. Do roztoku bylo pfidano 300 ul smési
fenol:chloroform:isoamyl alkohol, 200 ul 1M Tris (base) a 100 ul 3M NaAc. Roztok byl
radné protfepan, aby se vSechny slozky spojily a vlozen do mikrocentrifugy (15000 otacek, 3
min). Odstfedénim doslo k rozdéleni roztoku na 3 faze. Horni- vodnd faze obsahujici DNA,

spodni- fenolova faze a mezi nimi bily prstenec tvofen proteiny.

Extrakce vodné faze s 500 pl chloroform-isoamyl alkoholem byla 2-4x opakovéna,
aby bylo zajisténo uplné odstranéni proteint a zbytkt fenolu. Piidanim 1000 ul isopropanolu
byla obsazend DNA vysrazena (30 min, pokojova teplota) a zavérecnou centrifugaci (10 min,
15000 otacek) byl ziskan pozadovany pelet tvofeny kruhovou DNA (i linearni). Pro dalsi
uchovani byl pelet rozpustén v piislusném mnozstvi (400-1000 ul) TE pufru.

Gelova elektroforéza

Metoda gelové elektroforézy poslouzila ke zjisténi uspésnosti vyizolované plasmidové
DNA.

Smichanim agarosy s TAE pufrem, ethidium bromidem (zajiStuje fluorescenci)
a naslednym pfivedenim k varu byl pfipraven agarovy gel. Gel byl zchlazen a rozlit do forem

s hiebinkem, ktery utvofi potfebné jamky v gelu.

Pro urychleni tuhnuti byl gel vlozen do lednic¢ky. Ztuhly gel se umisti do
elektroforetické vany, ktera je vyplnéna TAE pufrem. 2 ul jednotlivych vzorkt plasmidové
DNA jsou smichany s 6 ul vkladaciho pufru a napipetovany do hiebinkem vytvorenych jamek
v gelu. Do elektroforetické vany je pfivedeno napéti (80-100 V) a DNA ze vzorkd postupné
migruje k anod€. Zhruba po 30ti minutach je agarovy gel vlozen do transluminatoru, ktery
zobrazi separované fragmenty DNA.
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Transfekce

Pro kone¢né vyhodnoceni spravnosti izolace plasmidové DNA, byly jednotlivé
plasmidy transfekovany do bunétné linie HEK 293. Zvolena byla metoda chemické

transfekce s transfekénim reagentem PEIL

Transfekcni roztok byl pfipraven ve zkumavkach nasledujicim zptisobem. Do 110 pl
150mM NaCl bylo vlozeno urcité mnozstvi plasmidu viz. Tabulka 2 a 6 ul PEIL poté se roztok
10 minut inkuboval pfi pokojové teploté. Jednotlivé transfekéni roztoky s 2 ml kultivaéniho

média byly pfidany do konfokélnich misek k butikdm.

Transfekce byla provedena vicekrat, diky ¢emuz mohly byt vkladané objemy nékterych
pDNA upraveny a ziskany lepsi vysledky. V ptipadé€ poslednich tii vzorku (16, 17, 18) nebyla
zméfena koncentrace pDNA, jelikoz byly dodatecné€ doizolovany a pfistroj pro méfeni

koncentrace se nenachdzi v prostorach laboratore UBMIL.
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2.2 Zhodnoceni vysledku

Tato kapitola shrnuje vysledky izolaci plasmidové DNA z proteinu CHR2, ASAP1, ASAP-3,
ASAP-5 a Ki 2.1. Uspé&snost izolaci byla vyhodnocena pomoci gelové elektroforézy a

transfekce. Pti vSech experimentech byly pouzity metody popsané v kapitole 2.1.

V ramci experimentdlni ¢asti bylo provedeno celkem 18 izolaci. Piehled izolovanych

plasmidi a uspésnost jejich izolace se nachazi v Tabulka 1.

Tabulka 1: Izolované plasmidy

Pocet izolaci Uspé&iné izolované Uspé&nost (%)
CHR2 6 3 50
ASAP1 4 4 100
ASAP-3 2 2 100
ASAP-5 1 1 100
Kir 2.1 5 4 80
Celkem 18 14 78

Tabulka 2: Tabulka koncentraci a vkladaného mnoZstvi plasmidu k buiikam pfi transfekci

Cislo Protein Koncentrace pDNA | Vkladané mnozstvi | Upravené vkladané
vzorku [ng/ul] (1500 ng/ul) [ul] mnozstvi [ul]

1 Ki: 2.1 784,39 1,91 19,1

2 CHR2 432,79 3,46 34,6

3 Kir 2.1 140,54 10,67 106,7

4 CHR2 809,81 1,85 18,5

5 CHR2 594,52 2,52 2,52

6 Kir 2.1 580,91 2,58 10,58

7 CHR2 602,09 2,49 2,49

8 ASAP-3 157,16 9,54 9,54

9 ASAPI 1697,92 0,88 0,88

10 ASAP-5 254,53 5,89 25,89

11 CHR2 224,53 6,68 66,8

12 CHR2 225,09 6,66 66,6

13 ASAPI 727,34 2,06 2,06

14 ASAPI 288,31 5,23 5,23

15 ASAP-3 386,31 3,88 3,88

16 Ki: 2.1 - 7 7

17 Ki: 2.1 - 7 7

18 ASAPI - 7 7
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2.2.1 Analyza gelovou elektroforézou

Metoda gelové elektroforézy a fragmentace vzorkii byla prvnim ukazatelem spravnosti
izolované pDNA. Piedpokladem byl nalez alesporni dvou bandi u kazdého vzorku: horni-
lindrni forma plasmidové DNA, spodni- kruhova forma plasmidové DNA (poptipadée

prostfedni relaxovana forma).

Obrazek 7: Gelova eletroforéza vzorki €. (zleva) 3, 8, 10, 11, 12, 14 (po 60ti min)

Jednotlivé vzorky byly roztfizeny dle podobné koncentrace pDNA na 3 gely, aby se
predeslo rozdilné intenzité svitivosti bandu, ktera je zptsobena praveé ruznou koncentraci

DNA v TE pufru (¢im vyssi koncentrace, tim vysS§i svitivost).

Na Obrazek 7 se nachazi vysledna elektroforéza vzorku 3, 8, 10, 11, 12 a 14. Na prvni
pohled je zieymé, ze vzorky 10 (ASAP-5) a 12 (CHR2) nevykazuji zadné bandy, coz ovSem
jesté nemusi znamenat, ze se jedna o nefunkéni konstrukty. U ostatnich vzorku jsou viditelné
dva bandy, u vzorku 14 (ASAP1) dokonce bandy tii.
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Obrazek 8: Gelova eletroforéza vzorki €. (zleva) 2, 5, 6, 7, 13, 15 (po 60ti min)

Vysledna elektroforéza dalSich Sesti plasmida (Obrazek 8) ukazala, ze vzorek v prvni
jamce gelu (vzorek ¢. 2- CHR2) bude pravdépodobné Spatné vyizolovan a u transfekce

nebude jevit svitivost.

Obrazek 9: Gelova elektroforéza vzorku €. (zleva) 1, 4, 9, 16, 17, 18 (po 60ti min)
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Poslednich 6 vzorkd se nachazi na Obrazek 9, kde v prvnich dvou jamkach
pozorujeme pouze jeden zietelny band, jedna se o vzorek ¢. 1 (Ki2.1) a vzorek ¢. 4 (CHR2).
Nejintenzivngjsi svitivost vykazuje vzorek ¢. 9 (ASAP1), coz je vzorek s nejvyssi koncentraci

plasmidové DNA ze vSech izolovanych plasmida.
2.2.2 Transfekce

Pro konec¢né vyhodnoceni spravnosti a funkcnosti vyizolované DNA byly jednotlivé vzorky
transfekovany do bunécné linie HEK 293. Ve vétsin€ piipadi transfekce potvrdila vysledky
gelové elektroforézy.

Spravné izolovana plasmidova DNA, tedy funkéni membranovy konstrukt, se projevi
fluorescenci bunék (exprimace vlozeného proteinu). Fluorescence je zajisténa pomoci
fluorescen¢nich sond navdzanych na plasmidech. Konkrétné je to fluorescencni sonda YFP
(Yellow Fluorescent Protein) pro plasmidy CHR2, fluorescen¢ni sonda GFP (Green
Fluorescent Protein) pro ASAP1,-3,-5 a mCherry pro Ki;2.1. Fluorescence bun¢k byla ziejma
jiz po 24 hodinéch po transfekci, optimalni svitivost v§ak bunky vykazovaly po 72 hodinach.
Snimky na Obrdzek 10 byly pofizeny konfokalnim mikroskopem 72 hodin po transfekci
bungk, snimky jsou kombinaci transmisniho a fluorescenéniho kanalu. Cisla na jednotlivych

snimcich jsou oznacenim plasmidd.
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Obrazek 10: Transfekce, vzorky ¢. 9, 13, 14, 18- ASAP1; vzorky €. 8, 15- ASAP-3, vzorek ¢. 10- ASAP-5;
vzorky €. 2,4, 5,7, 11, 12- CHR2; vzorky ¢. 1, 3, 6, 16, 17- Kir 2.1 (po 72 h)
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ASAP1

ASAP je jediny plasmid izolovany se 100% uspésnosti. Nejvice fluoreskujicich bunék
se nachazi ve vzorku €. 9, coz koresponduje s faktem nejvyssi koncentrace plasmidové DNA
ve vzorku. Vzorky 13, 14 a 18 obsahuji fluoreskujicich bunek méné, coz je dano i nizsi

koncentraci plasmidové DNA oproti vzorku 9.

ASAP-3 a ASAP-5 jsou modifikované proteiny ASAP1, vzhledem k tomu, Ze se jedna o vétsi
membranové konstrukty, jejich efektivita transfekce je niz§i. Vzorky ¢. 8 a 15- ASAP-3 a

vzorek ¢. 10- ASAP-5 také povazujeme za funkéni membranové konstrukty.
Channelrhodopsin-2

Tento plasmid byl vyizolovén s 50ti% uspésnosti. Na Obrazek 10 vzorky 2 a 4 nejevi
zadnou fluorescenci, u vzorku ¢islo 12 buriky maji nizkou fluorescenci, ale také se tento
plasmid ned4a pocitat za funk¢ni. Naproti tomu vzorky Cislo 5 a 7 obsahuji mnoho
fluoreskujicich bun¢k a maji potencial pro dalsi vyuziti. Poslednim plasmidem CHR2 je
vzorek 11, kde fluoreskujicich bunék neni mnoho, ale tento nedostatek by bylo mozné dalsim
navySenim vkladaného objemu pDNA pfi transfekci kompenzovat. Svou roli pfi transfekci

hraje také stav a kvalita dané bunécné linie.
Kir 2.1

Plasmid draslikového kandlu Kj 2.1 se povedlo vyizolovat s vétSi GspéSnosti nez
CHR2, i kdyz bunky jevily podstatné mensi fluorescenci. Ve vzorku ¢islo 1 nefluoreskuje
zadna bunka, vzhledem k tomu, Ze Slo viibec o prvni izolovany plasmid, mohlo naptiklad dojit
k n¢jaké chybé v procesu izolace. U vzorku €. 6, 16 a 17 par bunék fluoreskuje, tyto plasmidy
povazujeme za funkCni, protoze je znamé, ze plasmidy Kir 2.1 se pomémé tézko transfekuji.

Nejveétsi fluorescenci z téchto plasmidi ma vzorek €. 3.
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Zaver

Cilem této bakalarské prace byla izolace zvolenych plasmidi pro jejich funkci membranovych
konstrukti. Na téma izolace plasmidové DNA z bakterii se zaméfenim na metodu fenol-

chloroformové extrakce byla provedena literarni reSerSe a metoda nasledné€ vyuzita v praxi.

V teoretické Casti byly shrnuty zakladni informace o DNA, jeji plasmidové formé a
bakteriich E.Coli, které v praktické Casti slouzi jako hostitelské organismy k amplifikaci
plasmidi a k jejich nasledné izolaci. Dale byl proveden piehled metod izolace DNA a piehled

metod transfekce bunék.

Predmétem experimentalni Casti byla izolace plasmidi CHR2, K;i2.1. a ASAPI,
ASAP-3, ASAP-5. Celkem bylo provedeno 18 experimentalnich izolaci. Spravnost a kvalita
izolace byla nasledné provérena gelovou elektroforézou a chemickou transfekci, pomoci
reagentu polyethylenimin, do bunék linie HEK293. Optimdlni fluorescenci transfekované
burikky jevily po 72 hodinach, kdy byly pofizeny snimky konfokalnim mikroskopem.
Mnozstvi fluoreskujicich bunék souviselo s koncentraci a kvalitou izolované plasmidové
DNA ve vzorku Plasmidy ASAP1, ASAP-3 a ASAP-5 byly vyizolovany se 100% tspésnosti,
plasmidy Ki: 2.1 s 80% uspésnosti a s 50% uspésnosti plasmidy CHR2. Celkova pramérna

uspesnost izolaci je 78%.

Ziskané funkcni plasmidy je mozné vyuzit pro dalsi experimenty jako napt. studium
optické aktivity bunék, klidového membranového potencidlu nebo indikace depolarizace

bunééné membrany.

Pro dal§i zhodnoceni kvality a vytéznosti plasmidové DNA ziskané pomoci fenol-
chloroformové extrakce, by bylo vhodné metodu porovnat s vysledky izolaci pomoci

magnetickych Castic ¢i adsorpcnich kolonek.
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Seznam zkratek

NK- nukleové kyseliny

DNA- deoxyribonukleovd kyselina

RNA- ribonukleova kyselina

pDNA- plasmidova deoxyribonukleovd kyselina
CHR2- channelrhodopsin-2

ASAP- activated sensor of action potentials

Kir 2.1- Inwardly- Rectifying Potassium Channels
HEK?293- human embryonic kidney

SDS- dodecylsulfat sodny

PEI- polyethylenimin

UBMI- Ustav biomedicinského inzenyrstvi
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Seznam pfriloh

PRILOHA A - Izola&ni protokol
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Priloha A

Izola€ni protokol

1. Krok - Chemicky kompetentni buriky

Pomucky
e bezdetergentni sterilni sklenéné a plastové nadoby (viz Postup)
e stolni OD600nm spektrofotometr
e SOB

CCMBS80 buffer

10 mM KOAc pH 7.0 (10 ml z 1M stock/L)
80 mM CaCl2.2H20 (11.8 g/L)
20 mM MnCl12.4H20 (4.0 g/L)
10 mM MgClI2.6H20 (2.0 g/L)
10% glycerol (100 ml/L)
dle potieby SNIZIT pH na hodnotu 6,4 pomoci 0,1M HCI
o zvySeni pH vysrazi oxid manganicity z roztoku obsahujiciho Mn
sterilné prefiltrovat a skladovat pti 4°C
e pfipadné ztmavnuti srazeniny neni na zavadu

Postup

Pfiprava kompetentnich bunék

e 250ml SOB media nasadit 1ml pfislu§nych bun¢k a nechat mnozit pfi
teploté 37°C k dosazeni hodnoty absorbance 0,5
o rozmnozovani zabere pfiblizné 16h
o kontrolovanim teploty 1ze dosahnout vyssi efektivity rozmnozovani,
nenfi to ale nezbytné
o regulovanim teploty v mistnosti je mozné do jisté miry ovlivnit
dobu procesu dle potieby
o zam¢fit se na dosazeni radé€ji nizsi nez vyssi cilové absorbance
e centrifugovat pii 50000t/m a teploté 4°C po dobu 10min v centrifugacni
zkumavce
o centrifugacni zkumavky s plochym dnem umoziu;ji snazsi

resuspendaci bunék
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o veétSinou je jednodussi resuspendovat pelet v mensim mnozstvi
pufru, az poté doplnit na potfebny objem
e odstranit supernatant pomalym vylitim a zbyly vypipetovat
e opatrné resuspendovat pelet v 80ml ledove vychlazeného pufru CCMBS80
e inkubovat na ledu 20 minut
e centrifugovat znovu pii 4°C a odstranit supernatant jak je popsano vyse
e resuspendovat v 10ml ledové vychlazeného pufru CCMB80
e otestovat absorbanci smési 200ul SOC a 50ul resuspendovanych bunék
e pfidat zchlazeny CCMBS8O0 k ziskani kone¢né absorbance 1.0 - 1.5 v tomto
testu
e rozdélit do vychlazenych 2ml zkumavek se zavitem nebo do vychlazenych
50ul mikrotitracnich platt
e uschovat pii -80°C libovolné dlouho
o bleskové zmrazeni se nezd4 byt nezbytné
e otestovat kompetenci (viz nize)
e rozmrazovani a zmrazovani ¢aste¢né pouzitych bunék dramaticky snizuje
efektivnost transformace - asi trojnasobné pfi prvnim a zhruba Sestinasobné

pfi nasledujicich rozmrazovacich/zmrazovacich cyklech

2. Krok - Transformace

Postup:

1. smichat 50 - 100ul bun¢k s plasmidovou DNA

2. mrazit 10 - 20min

3. tepelny Sok 42°C po dobu 1min

4. pridat Iml LB, SOB nebo SOC media a prenést bakterialni suspenzi do
bakteriologické bariky

5. tfepat 20 - 60min pii 37°C

6. rozetfit 20 - 200ul suspenze na agarové platy

3. Krok - Izolace

e inkubace E.Coli pfi 37°C a protfepavanim ve 100 ml média s antibiotiky
12h
e centrifugovat bakterie 5 min pfi 4.000 rpm
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resuspendovat pelet ve 4ml roztoku GET rozvortexovanim

pridat 8ml alkalického SDS a protfepat dokud nebude roztok Cisty (ne déle
nez 3 minuty)

ptidat 6ml roztoku KAc a protiepat

inkubovat v mrazu -10°C

centrifugovat 10min pfi maximalni rychlost (4°C)

transferovat supernatant do nové zkumavky

ptidat 16ml isopropanolu

inkubovat pii pokojové teploté 15 min

centrifugovat 10min pfi maximalni rychlosti

promyt pelet Iml 70% etanolu a nechat 2-5min schnout na vzduchu
resuspendovat v 800 ul TE pufru a transferovat do 2ml zkumavek (20min
65°C)

pridat 0,5ul RNaseA [20mg/ml] a inkubovat pfi 37°C 30min

ptidat 300ul fenol:chloroform:isoamyl alkohol

ptidat 200ul 1M Tris (base)

pridat 100pul 3M NaAc

vortexovat dokud nedojde ke smiseni

centrifugovat na nejvyssi rychlost 3 min

pipetovat vodnou fézi (vrchni) do nové 2 ml zkumavky

opakovat fenol:chloroform:isoamyl alkohol extrakci

odstranit fenol 500ul roztoku chloroform:isoamyl alkohol
vortexovat a centrifugovat 3 min pii maximalni rychlosti

opakovat extrakci dokud nebude mezifaze Cista bez néjakych kontaminant
(2-4x)

vysrazet s 1000ul isopropanolu (30min pokojova teplota)
centrifugovat 10min pfi maximalni rychlosti

vylit supernatant

promyt pelet 700ul EtOH 70%

nechat vzduchem oschnout pelet

rozpustit v TE (400-1000ul)
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