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Abstrakt

Bakterie Escherichia coli je vyuZivana jak laboratorné, tak primyslové pro produkci
rekombinantnich proteind. Genetickd informace aktivujici syntetickou drahu daného
proteinu je soucasti plazmidové DNA vnesené do bunky. Praveé izolace plazmida v
dostateCném mnozstvi, Cistoté a formé je jednim ze zékladl tvorby rekombinantnich
proteind. Tato bakalarské prace se zamétuje na porovnani metod izolace plazmidové
DNA ve velkych objemech. V prvni ¢asti prace popisuje formou literarniho piehledu
bakterii E. coli a plazmidovou DNA. Experimentalni ¢asti pak popisuje vliv metody
izolace na mnozstvi a kvalitu izolované plazmidové DNA. Vysledné hodnoceni bylo
provedeno pomoci agarozové elektroforézy a spektrofotometrie s piistrojem Na-

vvvvv

izola¢ni metoda zaloZend na alkalické 1yze.

Klic¢ova slova: Escherichia coli, plazmidova DNA, izolace, kvantifikace

Abstract

Escherichia coli bacteria are commonly used in laboratory and industrial settings for
recombinant protein production. The genetic information that activates the synthetic
pathway for such proteins is encoded within plasmid DNA, which is inserted into the
cell. The isolation of plasmids in sufficient quantity, purity, and proper form is a fun-
damental step in recombinant protein production.

This bachelor’s thesis focuses on comparing different methods for isolating plasmid
DNA on a large scale. The initial section provides a literature review on Escherichia
coli bacteria and plasmid DNA. The experimental part examines how the isolation
method affects the amount and quality of the isolated plasmid DNA. Assessment was
conducted using agarose electrophoresis and spectrophotometry with a NanoDrop
device. The highest concentration of plasmid DNA, along with the highest purity,

was achieved using an isolation method based on alkaline lysis.
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Uvod

Bakterie Escherichia coli se od 40. let t&si velké pozornosti mikrobiologickych labo-
ratofi. Bakterie se pouziva jako hostitel pro tvorbu rekombinantnich proteinti za po-
moci expresnich systémt. Velice oblibena je pfedevsim diky své schopnosti rychlého
rustu a vysoké produkce za snadnych kultivacnich podminek. Klicovy okamzik byla
tvorba inzulinu za pomoci expresnich systému, dale ptiprava ristového hormonu, ale
I tvorba aminokyselin.

V soucasnosti je hojné vyuzivana ve farmaceutickém pramyslu. Je pokladana
za velmi cenénou bakterii, slouzici jako efektivni produkéni platforma pro rtizna te-
rapeutika, prebiotika, nutraceutika a pigmenty. E. coli se vyskytuje ve dvou typech
patogenni a komenzalni. Zdanlivé neSkodna bakterie v gastrointestinalnim traktu
ptaki a savct, ale také Zije v prostiedich, jako je voda, ptida a v potravinaiskych vy-
robcich, jako je kruti a kuteci maso. E. coli je i primarnim zdrojem infekci mocovych
cest a muize také vést k sepsi @ meningitidé. Zptisobuje prijmova onemocnéni a imrti
na nasledky dehydratace v rozvojovych zemi, diky prevenci vSak piipadt ubyva.

Cilem této bakalaiské prace je popsat kultivaci kmene bakterie Escherichia
coli a porovnat rizné metody izolace plazmidové DNA, zhodnotit koncentraci ziska-
nych plazmidi a jejich ¢istotu a posoudit vhodnost metod izolace plazmidové DNA

pro piipravu vektort pro produkci rekombinantnich proteind.




1 Literarni reSerse

1.1 Bakterie Escherichia coli

Bakterie Escherichia coli byla poprvé izolovana rakouskym bakteriologem Theodo-
rem von Escherichem roku 1885. E. coli fadime mezi gramnegativni, fakultativné
anaerobni bakterie. Ma tyc¢inkovity tvar s bi¢iky. Bakterie E. coli patii mezi podmi-
nén¢ patogenni bakterie. Ma Sirokou enzymatickou aktivitu. Dle fylogenetickych
skupin se kmeny E. coli déli na komenzalni a patogenni (Elbing a Breut, 2021).

Obvykle se E. coli vyskytuje v gastrointestinalnim traktu savcu a ptactva (Jez-
kova, 2022), kde pisobi pozitivné na traveni. Osidlovani gastrointestinalniho traktu
bakterii E. coli probiha jiz kratce po narozeni jedince. V souéasnosti se objevuji pro-
blémy se stale se zvySujici rezistenci E. coli na antibiotika. Mezi nejcastéji sledované
rezistence bakterii E. coli patii rezistence k f-laktamovym antibiotikiim, tetracykli-
niim a chinoloniim, zejména diky jejich asté aplikaci v humanni i veterindrni medi-
cing (Taylor a Son, 2021). S vyskytem rezistentnich kment bakterii a tim se prohlu-
buje problém s efektivnim 1é¢enim nemoci zpusobenych bakterii E. coli, jakou jsou
napiiklad prijmova onemocnéni nebo zdnét mocového méchyte a dalsi. Pienos je
velmi snadny z divodu vyskytu bakterii ve vodé a v pudé (Jezkova, 2022). Z téchto
divodt je nutné dodrzovani spravné zoohygieny chovu a zpracovani surovin pro
potravinafsky prumysl. AvSak ne v§echny kmeny E. coli zptisobuji tato onemocnéni.
Kmeny E. coli miZzeme pouzit i v nas prospéch jako probiotika, ktera dopomahaji
dotvofit nebo obnovit mikrofloru v gastrointestindlnim traktu.

V zivotnim cyklu bakterie E. coli existuje nékolik kliCovych procest: bunéény
rust, replikace a dekatenace chromozomii, déleni nukleoidl, tvorba septa a de€leni
buné¢k (Nordstrom et al., 1991). V E. coli byly identifikovany geny potiebné pro
tvorbu biofilmu, z nichZ mnohé koduji adhesiny. Biofilmy jsou povrchové pfipojena
mnohobunécéna mikrobidlni spoleCenstvi. Jejich genetika byla rozséhle studovéna, ale
morfogenetické udalosti jejich tvorby v bunééném meéfitku jsou z velké ¢asti nezna-
mé (Puri et al., 2023).

Vzhledem k dlouhé historii experimentt Ize E. coli povaZzovat za dobfe probada-
nou bakterii. V oblibé laboratoii je z mnoha divodd. Ma dobré vlastnosti, pomérné
kratkou dobu rustu s vysokou tvorbou biomasy, dale jeji kultivacni podminky jsou
ekonomicky i1 ¢asové nendrocné. Od pocatku 40. let 20. stoleti byly dobtfe popsané

kmeny E. coli pouzivané jako modelovy vyzkumny a vyukovy organismus. V oblasti




molekularni biologie se proslavila diky znalosti genomu a tim oteviela dvefe pro
mnoho dal$ich metod a pokust.

E. coli byla prvnim bunéénym hostitelem, ktery produkoval rekombinantni pro-
teiny, jako naptiklad inzulin, za pomoci expresnich systémd.

V oblasti pramyslovych biotechnologii slavi velky uspéch pii vyrobé L-
aminokyselin, ovSem také vstoupila na trh cennych molekul, stava se flexibilni, efek-
tivni produkéni platformou pro riizna terapeutika, prebiotika, nutraceutika a pigmen-
ty (Becker, 2016). Diky rychlému ristu a produkci s vysokym vynosem je E. coli
preferovanou volbou a tahounem pro expresi neglykosylovanych proteint v biotech-
nologickém primyslu. Témét 30 % v soucasnosti schvalenych rekombinantnich te-
rapeutickych proteint je produkovano v E. coli (Huang et al. 2012).

Struktura a funkce genomu E. coli je velmi dobie charakterizovana. Dnes vétsi-
na, ne-li vSechny bézné pouzivané laboratorni kmeny E. coli mohou mit své linie
zpétné vysledovany bud’ ke kmentim E. coli K-12 nebo B (Taylor a Son, 2021).

Kmeny E. coli K-12 a B patii mezi nejcastéji pouzivané bakterialni hostitele
pro produkci rekombinantnich proteini v primyslovém métitku (Marisch et al,
2013). Dale také slouzi k produkci metabolitii s malymi molekulami jako jsou ami-
nokyseliny, biopaliva, karboxylov¢ kyseliny, diaminy a dal$i (Han, 2016).

Tyto dva hlavni kmeny jsou vyznamné pro jejich nepatogenni povahu, ktera je
¢ini bezpecnymi pro praci s rekombinantni DNA (Son a Taylor, 2021). Kmeny E.
coli K-12 a B vykazuji vyrazné odlisné genotypové a fenotypové atributy, i kdyz
byly odvozeny od stejného ptredka. Mezi témito dvéma reprezentativnimi kmeny
byly nalezeny vyznamné rozdily v proteinech spojenych s kli¢ovymi bunéénymi
vlastnostmi, véetné n€kterych metabolickych drah, biosyntézy a degradace aminoky-
selin, integrity membrany, buné¢né tolerance a motility (Han, 2017).

Kmeny maji odlisSné metabolické drahy ve zpracovani glukézy. Pii kultivaci
v médiu obohaceném o vétsi mnozstvi glukoézy B bunky dosahnou vétsiho mnozstvi
biomasy a rychlejsiho ristu, nez K-12 buniky (Marisch et al, 2013).

Jednim z mnoha zptisobi, jak vlozit naptiklad gen s rezistenci je uméla infikace
bakterie E. coli pomoci Lambda fagu (Valdez-Crus et al., 2010).

Lambda fag je dsDNA virus, ktery infikuje bakterii E. coli a pfedstavuje dvé
cesty zivotniho cyklu. Prvni, nazyvana lyticka draha, ktera spociva v infekci bakterie,
rychlé replikaci, sestavovani a uvolfiovani virovych ¢astic, které mohou zahajit novy

cyklus infikovanim jinych hostiteld. Zda se, Ze lyticky cyklus je upfednostiiovan,
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kdyz je hostitel zdravy. Druhou je lyzogenni dréha, pfi které je DNA lambda faga
vlozena do hostitelského chromozomu a je replikovana se zbytkem bakterialni DNA,

pfiCemz zlstava neaktivni v latentni formé (Valdez-Crus et al., 2010).

_ bakteriofag
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Obr. 1.1.2. Zivotni cyklus bakteriofiga infikujici bakterii E. coli (Herbalus, 2023)

E. coli je také oceniovana pro své produkéni schopnosti a nizkonakladové nenaro¢né
kultivaéni podminky s vysokymi vytézky. Ke spravné kultivaci je nutné, aby médium
obsahovalo siroké zdroje uhliku. Mize rychle rist na minimalnim médiu, které obsa-
huje glukézu jako zdroj uhliku i zdroj energie a soli, které dodavaji dusik, fosfor a
stopové prvky. E. coli vsak roste rychleji na bohatém médiu, které bunkam poskytuje
aminokyseliny, nukleotidové prekurzory, vitaminy a dal§i metabolity, které by si
burika jinak musela syntetizovat (Elbing a Breut, 2019). NejCastéji pouzivané médi-
um pro kultivaci je Luria-Bertani (LB), které lze pouzit jak v tekuté form¢ pro kulti-
vaci v submerzi, tak i v pevné form¢ na miskach (Son a Taylor, 2021). LB médium
se sklada z tryptonu, chloridu sodného a kvasnicového extraktu. V piipadé pevné
formy LB média se pridava bakteriologicky agar. Zastupci médii S minimalnim ob-
sahem Zivin jsou M9 skladajicim se z Na;HPOs (hydroxyfosfore¢nanu sodného),
KH2PO4 (dihydroxy fosfore¢nanu draselného), NH4Cl (chloridu amonného) a NaCl
(chloridu sodného) nebo M63 skladajiciho se z (NH4)2SO4 (siranu amonného),
KH2PO4 (dihydroxy fosfore¢nanu draselného), FeSOs . 7 H20 (siranu Zeleznatého
heptahydratu). Zastupci médii s vysokym obsahem Zivin mohou byt pouziti H médi-

um skladajici se z tryptonu a NaCl (chloridu sodného) nebo médium TNT ve stejné
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slozeni jako H médium s ptidanim thiaminu (Elbing a Breut, 2019). Typické labora-
torni kmeny jsou povazovany za nepatogenni mikroorganismy a rychle rostou na
Siroké Skale pevnych a tekutych médii, zejména v piitomnosti kysliku, ale mohou
také rlst za anaerobnich podminek (Son a Taylor, 2021). Kultivace na vhodném ziv-
ném médiu probiha optimalné pti teploté 37 °C po dobu 24 — 48 hodin.

Namnozenou kulturu s E. coli mizeme uchovavat vice zpisoby. Jednim
z kratkodobych zptsobii je uchovani na pevném médiu v lednici pii 4 °C.
Z dlouhodobych zplisobit miizeme vyuzit uchovani v mrazéku ptidanim 50% glyce-
rolu ve finalni koncentraci 30 % a uchovanim v mrazaku alespon pii -20 °C az -80
°C (Taylor a Son, 2021). Doporucuje se pii vyssich skladovacich teplotach pravidel-
né vyzkouSet zivotaschopnost bakteridlni konzervy vysetim na pevnou pudu pii
32 — 37 °C v inkubatoru, poptipad¢ obnovit kulturu v LB médiu z konzervy a poté
vytvofit nové konzervy. Opakované rozmrazovani a zmrazovani jedné kultury zpi-

sobuje snizovani produkce a zivotaschopnosti E. coli (Taylor a Son, 2021).

1.2 Kultivace

Kultivace se vyuziva k pomnozeni bakterii, selekci kmenti a ovéfeni vysledkd expe-
rimentli. Dfive byl pozorovan rlst bakterii na pfedmétech denni potteby, jako jsou
nékteré potraviny. Tato pozorovani zdlraznila vyznam piirozeného prostfedi bakterii
a jejich nutricni potteby pii vyvoji kultiva¢nich médii pro jejich extrakci a zpracova-
ni. Prvni tekuté umélé kultivaéni médium vytvofil Louis Pasteur v roce 1860. Louis
Pasteur popsal uméle vytvorené riistové médium vyrobené z popela, cukru, amon-
nych soli a kvasinek v roce 1860. Nasledné na to v roce 1876 Koch popsal médium
bohaté na Ziviny, vyrobené z kravského séra a hovéziho extraktu, coz umoznilo
mnoha bakterialnim druhiim dobfe rist (Bonnet et al., 2019).

Kli¢ovym prvkem byl vyvoj pevného ristového média. V roce 1881 Koch de-
monstroval pouZiti pevného média vyrobeného pfidanim Zelatiny do média bohatého
na ziviny V oteviené misce se zvonovym sklenénym krytem (Elbing a Breut, 2021).
Vysledné pevné médium umoznilo identifikaci jednotlivych kolonii moZnost rozlise-
ni odliSnych kmenti ¢i druhii bakterii. Pozdéji se ukéazalo, ze Zelatina nebyla optimal-
ni z n¢kolika divodii naptiklad, pfi pouziti Zelatina pfti teplotach blizkych 40 °C vel-
mi zmekla a jakakoliv bakteridlni kolonie, ktera vylu¢ovala proteazy, méla tendenci

zelatinu zkapalnovat. To zabranilo moznosti dobré manipulace a dalSi prace
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s pevnym médiem. V roce 1882 Fannie Hesse se svym manzelem Dr. Walther Hesse
v Kochové laboratofi navrhli pouziti agaru jako gelujiciho Cinidla (Hesse, 1992).
Pouziti pevného média na bazi agaru se rychle rozsitilo poté, co Richard Julius Petri
ukazal, ze oteviené misky a zvonové sklenéné kryty lze nahradit ,,Petriho miskami®,
kruhovymi sklenénymi miskami s voln¢ padnoucimi vrsky (Elbing a Breut, 2021).

V té dob¢ se pomérné Casto vyskytovaly problémy s kontaminaci a bylo nutné
najit néjaky jistéjs$i zpusob, jak vysterilizovat pouzité chemické sklo a zamezit rozsi-
fovani kontaminace, jinak nez suseni za vysokych teplot.

Diky Pasteurové poznatku, ze vlhké teplo ucinkuje 1épe nez teplo suché, byl se-
staven kolem roku 1880 prvni tlakovy parni sterilizator. Na sestrojeni vysokotlakého
parniho sterilizdtoru se podilel némecky bakteriolog Robert Koch spolu s dalSimi
védci (STERIS, 2018).

Vyuziti vysokotlaké pary a vysokych teplot poskytuje spolehlivy prostfedek k
zabijeni zivych bakterii a bakterialnich spor. Také mizeme sterilizovat média a pou-
zivané chemické nadobi.

Vyvoj parniho sterilizatoru byl velkym milnikem ve sterilizaci, a tudiz i pfesnos-
ti a Cistoty vysledktl. Zacala se v parnim sterilizatoru sterilizovat média tekuta i pev-
na pred inokulaci bakteriemi a také po ukonceni experimentu za ucelem likvidace
bakterii a nasledné umyti a opétovna sterilizace pouzitého chemického nadobi. Steri-
lizace parnim autoklavem je jedno z ekonomictéjSich a ekologi¢téjSich moznosti na
rozdil naptiklad od jednorazové zakazkové vyrobenych Petriho misek ¢i jiného naci-
ni (Sung et. al., 2013).

Kultivaéni médium je v podstaté slozeno ze zakladnich prvki, kterymi jsou voda

a ziviny. K zékladnim prvki je nutné pridavat rizné ristové faktory, které budou
specifické pro kazdou bakterii a nezbytné pro jeji rist (Bonnet et al.,2019).
Pro uspésnou kultivaci je tfeba vhodné slozeni kultiva¢niho média doplnéné o vhod-
né podminky pro kultivaci. Prabéh kultivace bakterii in vitro mize ovlivnit teplota,
zdroj energie a zivin, dostupnost kysliku, kultivace v anaerobnich podminkach a pH
prostiedi. Je také nutno udrzovat konstantni optimalni teplotu dle kmene bakterie
V inkubatoru.

Kultiva¢ni média se déli dle slozeni na pfirozena a synteticka, dale dle konzis-
tence na tekuta a tuha a také dle sloZeni a i¢elu na zakladni, obohacena, selektivni,

diagnosticka a selektivné-diagnosticka. Je nutno zdiraznit vyznam Zzivin v médiich,

12



pro mén¢ naro¢né bakterie je mozno pouzit z ekonomickych divodl jen par nejnut-
né&jsich zékladnich zivin, 1 pfesto mohou mit dobré vynosy (Elbing a Breut, 2021).

Tekuté ptdy slouzi pro pomnoZzeni bakterii a skladaji se ze smési zivin rozpuste-
nych ve vodé. Smési jsou sloZené pievazné ze soli a peptidi. Kultivaci v tekutém
médiu napomaha tfepani pro rovnomeérné vstiebani zivin a tim déla ziviny dostupngéj-
§i pro bakterie. Tuhé pidy v podob¢ agarovych geld slouzi k nartstu kolonii. Nejvice
vhodné k vizualni selekci. Narostlé kolonie jsou uchovavany na Petriho miskach
v termostatu. Jako zakladni média povazujeme vegetativni média, ktera slouzi
k namnozeni bakterii. Selektivni médium je slozeno ze zakladniho média, do kterého
1ze ptidat antibiotika, chemikalie, barviva, antiseptika, sodné soli nebo fagy (Bonnet
etal., 2019).

Antibiotika pfiddvame do zakladniho média po mensich davkach, které postupné
zvySujeme na pozadovanou koncentraci, dle zvySujici se rezistence bakterii. Barviva
piispivaji k selekci na zakladé zmény pH média béhem ristu bakterii a tim dochazi
k barevné zméné v okoli kolonie. Specialni média slouzici pro kultivaci pouze jed-
noho druhu mikroorganismu. Dle druhu jsou upraveny kultivaéni podminky a sloZeni
kultivaéniho média. Diagnosticka média funguji na principu indikatorti napf. barviva,

zména pH (Elbing a Breut, 2021).

1.3 Plazmid
Plazmidy jsou kruhové extrachromozomalni molekuly DNA, které se nachazeji
Vv cytoplazmé nékterych bakterii (Shintani et al., 2015). Vétsina plazmida je kruhova,
i kdyz existuji nekteré linearni formy plazmidd. Plazmidy vnimame jako mimofadné
cenné nastroje v oblasti molekularni biologie a genetiky, konkrétné v oblasti genetic-
kého inzenyrstvi. Plazmidy jsou vyuzivany k poznani zakladnich molekularné biolo-
gickych procesli v bakterialnich buiikéch a horizontalniho pfenosu gent mezi dvéma
bakteriemi (konjugace). Pfenos plazmidu miiZze byt dosazen konjugaci (nebo mobili-
zaci), fagem zprostfedkovanou transdukci a ptirozenou transformaci (Garcillan —
Barcila et al., 2022).

Béhem konjugace se plazmid pfendsi jednosmérné z jedné bakterie na druhou.
Konjugace stejné jako transdukce a transformace je zasadni v ziskavani a Sifeni genil

virulence s antibiotickou rezistenci (Frankel et al., 2023).
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Kazdy plazmid je schopny nést pouze n€kolik genil. Plazmidy se replikuji neza-
visle na bakteridlnim chromozomu a nékteré typy plazmidi se nachdzeji v mnoha
(dokonce stovkach) kopiich v kazdé bakterialni bunce (Garcillan — Barcila et al.,
2022). Vzhledem k riiznorodosti plazmidi maji také rizné velikosti. Malé plazmidy
maji velikost 2-3 kb a velké mohou mit i vice nez 500 kb (Drlica a Gennaro, 2001).
Plazmidy vyuZzivdme zejména proto, Ze diky nim mlizeme transformovat do hostitel-
ské buiiky uziteCné vlastnosti, které zahrnuji rezistenci na antibiotika, faktory viru-
lence a extra metabolické schopnosti. Vlastnosti jsou ovlivnény dvéma zakladnimi
typy plazmidi (Clark et al., 2019). R plazmidy, které jsou odpovédné za antibiotic-
kou rezistenci, fada z nich je konjugativni a F plazmidy, které jsou odpovédné za
konjugaci nebo ptipadnou mobilizaci jinych plazmidid. Objevenim R plazmidia doslo
k zna¢nému zvySeni zajmu o plazmidy jako klinicky dualezitého pfispévku k Sifeni
rezistence na antibiotika (Dewan a Uecker, 2023).

Plazmidy hraji zasadni roli v postupech, jako je klonovani genti, produkce re-
kombinantnich proteinti (rnapr. lidského inzulinu) a vyzkum genové terapie. V tako-
vych postupech je plazmid $tépen na specifickém misté (nebo mistech) pomoci en-
zymu nazyvanych restrik¢ni endonukleazy. Cizi vlakno DNA (jako je praveé gen pro
inzulin) je pak vklddano do plazmidu. Vyslednd kruhova struktura nazyva-
na rekombinantni molekula DNA, je pak zavedena do bakteridlnich bun€k procesem
zvanym transformace.

Znalost takovych regulac¢nich procest je také velmi dulezita pro ty, ktefi pouzi-
vaji plazmidy jako expresni vektory k produkci velkého mnoZstvi rekombinantnich

proteinli (Wegrzyn a Wegrzyn, 2002).

1.4 lzolace plazmidové DNA
molekularni biologie, pouZivana pii vyrobé& templatové DNA pro specifické néasledné
reakce (SynbiCITE, 2023).

Povédomi o existenci plazmidu bylo zaznamenano jiz diive, ovSem samotné za-
vedeni terminu plazmid uskutecnil J. Lederberg v roce 1952. Klicovym okamzikem
ve vyvoji biotechnologii byl pokus, ktery provedli Boyer a Cohen Vv roce 1972. Vy-
pozorovali, Ze je mozné odfiznout a navazat konce plazmidové DNA na konce jin¢ho

plazmidu, a tak vlozili antibiotickou rezistenci z bakterie Salmonella typhimurium do
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plazmidu E. coli, ¢imz sestrojili rekombinantni DNA. Dal$im z jejich uz kompliko-
vangj$ich pokust bylo spojeni plazmidil rezistentnimi na tetracyklin s plazmidy rezi-
stentnimi na kanamycin a vlozili je do E. coli (DNA Learning center, 2022).

Na zakladé poznatkd o moznostech tvorby rekombinantnich DNA se védci zaca-
li zabyvat tvorbou syntetickych novych gentl, které by mohly fungovat v bakteriich.
Dulezity okamzik pfisel v roce 1979. V bakteriich E. coli bylo mozné produkovat
lidsky inzulin, ktery se nasledné povedlo izolovat z bakterialni kultury (Riggs, 2021).
Do bakterie byly vlozeny upravené sekvence genu A, ktery se skldda ze 77 part bazi
a gen B, ktery se sklada ze 104 part bazi. Oba geny se exprimuji v bakterii E. coli
(Crea, 1978). Zpocatku nebylo dosahovano dostate¢né vysoké produkce, ale nasled-
né prace produkci navysily az po moznost komeréni produkce inzulinu. Nasledné
roku 1982 byl synteticky lidsky inzulin schvalen pro 1é€bu diabetu. Lidsky inzulin se
stal prvnim proteinovym terapeutickym produktem zalozenym na technologii re-
kombinantni DNA, ktery byl FDA (Federalni itad pro 1é¢iva) schvalen pro pouziti u
lidi. Uspéch s produkei inzulinu odstartoval rozvoj biotechnologického pramyslu,
ktery v soucasnosti poskytuje stovky difive nedostupnych terapeutickych latek
(Riggs, 2021).

Plazmidy maji Sirokou $kalu vyuziti v humannich védach a také v laboratornim
vyzkumu. Diky jejich variabilité a univerzalnosti miizeme do plazmida vlozit rizné
geny s ruznymi rezistencemi na antibiotika, t€zké kovy a v neposledni fadé i na UV
zateni. A za pomoci bakterie E. coli je miZzeme snadno, rychle a levné namnozit,
izolovat a dale pracovat a vylepSovat vlastnosti a odolnost na vybranou a vlozenou
rezistenci.

Prvni prace na plazmidech zahrnovaly strukturni a genetické mapovani téchto
molekul, po kterém nésledoval vyvoj porozumeéni tomu, jak se plazmidy replikuji a
segreguji béhem bunécného déleni. Zajimavé vlastnosti pfenosu plazmidu mezi bak-
teriemi a mezi bakteriemi a eukaryoty byla vénovana zna¢na pozornost. Jsou popsa-
ny prospésné a Siroce vyuzitelné aspekty plazmidi, vcetné prikladl riznych systému
plazmidovych vektori (Kado, 2014).

Bakterialni plazmidy mohou byt izolovany z jakéhokoli biologického materiélu,
jako jsou zivé nebo konzervované tkang, buiiky nebo jiné vzorky pro analytické nebo
preparativni ucely (Tan a Yiap, 2009). Vhodna metoda izolace umozni ziskat Cistou
plazmidovou DNA, kterd neni kontaminovana bakteridlni chromozomalni DNA a

proteiny. Usp&sna izolace a purifikace nukleové kyseliny obecné vyzadovala étyfi
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dilezité kroky: u€inné rozruseni bunck nebo tkang, dale denaturace nukleoproteino-
vych komplexii a inaktivace nukledz, naptiklad RNazy pro extrakci RNA a DNazy
pro extrakci DNA, odstranéni proteinovych a dalSich kontaminantd a vlastni izolace
Cisté DNA.

V soucasné dobé provadime pievazné izolace v mikro mnozstvi za pomoci kitu.
Metody izolace plazmidu jsou relativné pfimocaré, ale vysoce vykonna extrakce
plazmidové DNA z velkych objemt bakterialni biomasy se ukézala jako obtizna, s

béznymi problémy, jako je kontaminace genomovou DNA a nizkym vytézkem.

1.5 Druhy izolace plazmidové DNA
Existuje fada metod, kterymi Ize izolovat plazmidovou DNA. V tomto pichledu jsou
uvedeny metody vhodné pro izolaci plazmidt z velkych objemt kultiva¢nich médii.

Lyzi bakterialnich bun¢k provadime za ucelem extrakce nukleovych kyselin ne-
bo proteint. Zékladem alkalické lyze bakteridlnich bunék je spravné zvoleny zpisob
naruSeni ¢i rozbiti bunécné stény, aby doslo k uvolnéni mezibunééného materialu
jako je DNA, RNA, proteiny. Bakterialni lyzi mizeme provadét chemickymi, fyzi-
kalnimi nebo biologickymi metodami. Metody, kterymi je mozné narusit bunéénou
sténu jsou nejcastéji pouzivany lyze pomoci detergentu, enzymi, osmotického Soku,
alkalicka lyze a tepelna lyze. Pro kompletni buné¢nou lyzi slouzi Gplna dezintegrace
bunééné membrany pro analyzu DNA a RNA (Islam et al. 2017).

Prvnim metodickym postupem je izolace za pomoci alkalicka 1yze, ktera je jed-
nou z nejpouzivangjSich metod chemické lyze. Tato metoda alkalické lyze se zacala
pouzivat, jako jedna z prvnich kolem roku 1979. Alkalicka lyze je zaloZena na de-
strukci bunék v siln€ alkalickém prostiedi (NaOH) nasledovaném rychlym okyseleni
lyzatu pomoci roztoku octanu draselného, coZ zpiisobi vysrdzeni proteinu a chromo-
zomalni DNA. Po odstranéni sraZeniny je plazmidova DNA vysraZena z roztoku
pomoci ethanolu a pelet je promyvan 70% ethanolem. Poté se pelet rozpusti v TE
pufru (Tris — EDTA, pH 8) (Sambrook et al., 2001). TE pufr je Siroce pouzivan jako
zasobni nebo fedici roztok pufru v molekuldrni biologii, zejména v postupech zahr-

nujicich DNA, RNA.
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Remaining molecules ‘ ‘ Removed molecules

E. coli pellet Protein, RNA,
Chromosomal DNA,
l + Solution | Plasmid DNA

E. coli suspension

1 + Solution Il

Alkaline lysis of DNA and protein
1 + Solution Il

Sudden neutralization

Precipitate . RNA, Plasmid DNA Chromosomal DNA,
unsoluble debris Protein

Transfer supernatant to a new tube

C_P Alcohol precipitation

Plasmid DNA RNA, Plasmid DNA

1.1.4. Pritbéh alkalické lyze (Sasagawa, 2018)

Existuje velké mnozstvi modifikaci procesu alkalické lyze. Zakladni tii kroky jsou
vzdy stejné, modifikace liSici se V prostfedi, pfidavani chemikalii a enzymu, jako
napfiiklad RNaza ¢i proteinaza nebo koncentraci chemikalii, mnozstvi roztokd.

Maximalizaci Cistoty plazmidové DNA lze docilit pfidanim dalSich dvou kroku
po vysrazeni vysledného supernatantu isopropanolem, a to osetfeni RNazou a opé¢-
tovné vysrazeni isopropanolem. Vysledkem byla srazenina prosta od zbytkii RNA,
chromozomalni DNA a ostatni kontaminace (Feliciello a Chinali, 1993).

Byl studovan i vliv fyzikalnich podminek pfi izolaci plazmida. Vzorky byly pti
izolaci michany a byl zkouméan vliv rychlosti michéani, koncentrace NaOH vuci vy-
téznosti a minimalizovani kontaminace chromozomalni DNA. V prub¢hu celé izola-
ce byla biomasa michédna, pfi michani na pomalé otaky nedoslo k poZadovanému
rozpadu a tim nebylo dosaZeno maximalni vytéZnosti. Jako druhd moZnost byla
zkouSena vysoka rychlost otacek, ta vedla k vysokému rozpadu chromozomalni
DNA a tim byla vysledna srazenina vysoce kontaminovana. Jako posledni pokus
byla pouzita stfedni rychlost michani, kterd se ukdzala jako idealni vzhledem
k mnozstvi a Cistoté vysledné srazeniny. Déle byl zkouman vliv koncentrace NaOH.
Pii koncentraci vyssi nez 0,15 M dochazi k nevratné denaturaci DNA. K denaturaci
také napomaha prodluzovani Casu plisobeni lyze, ¢im delsi ¢as plisobeni, tim vetsi

denaturace probihd (Meacle et al., 2004)
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Pti alkalické 1yze se tvofi srazeniny, které obsahuji zbytky bunék, denaturované
proteiny a nukleové kyseliny, které je nutno odstranit. Pro odstranéni téchto zbytkt
je nejbeznéjsi operaci centrifugace na rotoru s pevnym thlem. Tento krok vSak ome-
zuje rychlost pro pfipravu ve velkém méftitku (Zhu et al., 2006).

Druhou vybranou extrakci je frakéni srazeni isopropanolem. Je mozné ji popsat
jako modifikovanou metodu alkalické lyze. DNA je méné rozpustna v roztocich ob-
sahujicich isopropanol nez v roztocich obsahujicich ethanol. Na rozdil od srazeni
ethanolem, které vyzaduje 2-3 objemy alkoholu, se srazeni isopropanolem provadi s
0,6-0,7 objemového dilu alkoholu. Isopropanol je Casto lepsi volbou pfi precipitaci
DNA z velkych objemt roztoku. Srazeni isopropanolem, jak je popsano zde, se pro-
vadi pti pokojové teploté, aby se snizilo riziko, Ze rozpusténé latky, jako je sacharoza
nebo chlorid sodny, budou koprecipitovany s DNA (Sambrook et al., 2001). Lyzac-
nimi pufry, které maji stejné slozeni jako v piipad¢ alkalick¢ 1yze dojde
k dezintegraci bun€k a vysrazeni proteini a chromozomalni DNA. V dalSich krocich
riznymi objemy isopropanolu opakované piesrazen vzorek. Pelet plazmidové DNA
je promyvan 70% ethanolem. Poté rozpustén v TE pufru (Paalme et al. 2021).

Tteti, metodou je termicka lyza. Termicka lyza se zacala pouzivat v roce 1981
dle protokolu Holmese a Quigleye (Lefkothea — Vasiliki, 2013). Jeden z prvnich po-
kusti o termickou lyzu byl zaloZen na vafeni bakterii 15 — 40 sekund a nerozpustna
srazenina genomové DNA a zbytky se odstrani nizkorychlostni centrifugaci. Plazmi-
dy jsou ziskany ze supernatantu srdzenim isopropanolem a mohou byt resuspendova-
ny v pufru (Holmes a Quigley, 1981). V soucasné dob¢ jsou ¢asto vyuzivany postupy
termické lyze bun€k dle Zhu et. al. (2007). Termicka lyza je zalozena na principu
lyzy lyza¢nim pufrem a piisobeni vysoké teploty. Buniky jsou v lyzacnim pufru inku-
bovany ve vodni lazni pti 70 °C. lhned po uplynuti doby inkubace je lyzat ptemistén
do ledové lazn€. Chladovy Sok vede k precipitaci proteinii a membran. V dal$im kro-
ku dochani pomoci isopropanolu k vysrazeni peletu a jeho promyti ethanolovym roz-

tokem. Poté je DNA eluovana v TE pufru (Zhu et al., 2006; Sambrook et al., 2001).

1.6 Faktory ovliviiujici vytéZznost izolaci plazmidové DNA

Nejbéznéjsimi problémy snizujici vytéznost plazmidové DNA (pDNA) ve vysledcich
izolace byvaji kontaminace genomickou DNA (gDNA) a kontaminace RNA (Nor-
gard, 1981). Na vytéznost pPDNA ma vliv zejména pocet kopii plazmidu a velikost
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samotného plazmidu, ktery pfimo ovliviiuje mnozstvi plazmidu obsazeného v kazdé
burice.

Mnozstvi pDNA muze byt nizké z divodu zpracovani bunécné kultury, ktera
nebyla dostateéné Cerstva. Nejvice idealni je zpracovat bunéénou kulturu ihned po
sklizeni a promyti. Poptipad¢ pokud neni mozné provést izolaci ihned uchovame
v mrazaku pii — 20 °C (Nguyen et al., 2018).

Dalsi z pticin nizké vynosnosti pDNA miize byt plazmid s nizkym poctem kopii.
Pocet kopii plazmidu v bakteridlnich bunkéach zavisi hlavné na frekvenci iniciace
replikace plazmidu, kterd se mize znacn¢ liSit v zavislosti na rychlosti bunééného
rustu. Idealni pocet kopii na bunku je primérné 300-500 (Tonga et al., 1993).

Zavaznou pifi¢inou by mohlo byt zavinéni na strané ¢loveéka, ktery izolaci prova-
dél, a to tak ze bud’to nedostate¢né anebo neopatrné promichal bunéénou kulturu
s lyza¢nimi roztoky a tim izolovanou pDNA degradoval. (Feliciello a Chinali, 1993).
Hlavnim faktorem vytéznosti izolace je zejména uspé$ny rust bakterialnich bunék,
ktery je ovlivnény kultivaénimi podminkami a vybérem vhodného vegetativniho a
produk¢niho média. Vhodna kultiva¢ni média nalezneme v kapitole 1.2 Kultivace.
Udrzovani antibiotické selekce béhem ristu také zajistuje, ze se plazmid béhem
ristu neztrati a Ze kultura neni utlacena rychleji rostouci populaci bun¢k bez plazmi-
du. V piipadé vyskytu kontaminace gDNA mohlo byt u metody alkalické 1yze zapti-
¢inénim pfili$ intenzivnim a neopatrnym michanim po pfidani lyzacnich roztoki.

Pokud byla ziskand pDNA kontaminovéana zbytky RNA byl diivodem neopatr-
nym odbérem supernatantu s izolovanou pDNA. Pokud se tento problém vyskytne je
mozné pouZit v prib&hu izolace RN4azu a po jejim pouZiti vzorek znovu piecistit (Fe-
liciello a Chinali, 1993; Norgard, 1981).

Produkce pDNA je ovlivnéna hostitelskym kmenem, typem a velikosti plazmi-
du, genetickou modifikaci hostitelského kmene, typem kultury, slozenim média a
podminkami rdstu, jako jsou: specificka rychlost rustu (u); procento rozpusténého
kysliku (% DO); zvySeni teploty a rychlosti ohfevu; a kontrola pH (Grijalva-
Hernandez et al., 2019).

Bakterie E. coli mohou byt kultivovany v riznych médiich podporujicich rtizné
rychlosti ristu, dle obsahu zivin. Ve slozeni kultivaéniho média ma vliv na vysledek
izolace pDNA vyuzity zdroj uhliku. Dle Xu et al. (2005) se jako optimalni zdroj uh-
liku jevi glukoéza. Kultivaci provadél v erlenmayerovych bankach, pficemz nejvyssi

vytézek pDNA byl 58,3 mg/l za pouziti glukézy v koncentraci 5 g/I.
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Vysokych vytézkl vSak bylo dosazeno i pfi pouziti niz§i koncentrace tryptonu.
Ukéazalo se, ze tento pfistup je u¢innym néstrojem pro podporu amplifikace plazmi-
du, udrZeni pozadované struktury plazmidu a podporujici dosazeni pozadované kva-
lity. Vysledky Filomena et al., 2009 naznacuji, Ze pouzitim samotného tryptonu jako
zdroje aminokyselin se amplifikace pDNA zlepsuje a dosahli specifického vytézku
20,43 mg/l, coz doklada, ze tato strategie mtze zlepsit vytézek pDNA i v malém mé-
titku.

V literatufe se uvadi pH 7 £ 0,2 jako optimalni hodnota kultiva¢niho média (Son
a Taylor, 2021). S rostouci teplotou kultivace (37 — 40 °C) mohu byt ziskany vyssi
vytézky pDNA. Pii udrZzovani nizsich teplot dochazi ke zpomaleni ristu bakterialni
kultury, to znamena i nizsi pocet kopii plazmidu, a tedy nizkou vynosnost pDNA.
Naopak pii vysSsich teplotdch dochazi u bakterialni kultury k degradaci bunék a tim
piimo ovlivnéni vytéznosti pPDNA (Filomena et. al., 2009). Rozpustény kyslik (DO)
je klicovym faktorem ovliviujicim rast kultury v bioreaktorech. Optimélni mnozstvi
rozpusténého kysliku se pohybuje okolo 30 % (% DO) (Grijalva — Hernandez et al.,
2019).

Pouziti plazmidu s vys$S§im poctem kopii vykazuje vys$si mnozstvi ziskané
plazmidové DNA, coz znamena, ze pouziti plazmidl s vysokym poctem kopii pred-
stavuje prilezitost pro vyssi vytézek plazmidové DNA (Tonga, 1993).

V poslednich letech se pro vyzkum produkce pDNA stale pouziva pDNA obsa-
hujici gen rezistence na kanamycin a dalsi geny rezistence na antibiotika, 1 kdyZ sou-
¢asnym trendem je pouziti plazmidu bez antibiotik pfi vyrobé vakcin pDNA kvili
riziku zavaZznych reakci z precitlivélosti u pacienti. Kanamycin neni béZné€ pouziva-
nym antibiotikem k 1é¢bé lidskych infekci a je schvalen regulaénimi organy pro pou-
ziti pfi vyvoji pDNA (Grijalva — Hernandez et al., 2019).

Pfi zkoumani vlivu koncentrace antibiotik na produkci pDNA v médiu bylo zjis-
téno, Ze vysoka koncentrace kanamycinu (300 mg/l) byla vyhodnocena v kultufe s
vysokou hustotou bun¢k (50 g suSiny/l), které bylo dosazeno pouZitim piikrmem
kultury s vysokym obsahem zivin, zvySenim teploty fizenym zahfivanim a rychlosti
rustu. Vysledny vytézek pDNA byl 759 mg/l, dvakrat vyssi nez u kontroly s koncen-
traci kanamycinu 50 mg/l. Proces zaloZzeny na stresu soucasné zptuisobeny teplotou a
vysokou koncentraci kanamycinu lze GspéSné pouzit ke zvySeni produkce pDNA

(Grijalva — Hernandez et al., 2019).
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1.7 Hodnoceni koncentrace, Cistoty plazmidové DNA

Hodnoceni koncentrace a ¢istoty pDNA zjiStujeme za ticelem moznosti zhodnoceni
kvality a ovéfeni spravnosti metody a provedeni. Pokud se vysledky nebudou sluco-
vat s hodnotami v literatufe je nejspiSe chybné nastavena metoda ¢i jiné faktory viz.
kapitola Faktory ovliviiujici vytéznost izolaci plazmidové DNA. Spolehlivé méteni
koncentrace DNA je také dulezité pro mnoho aplikaci molekularni biologie (Lucena
— Aguilar et al., 2016).

Po kultivaci a nasledné izolaci je tieba vyhodnotit uspésnost provadéné izolace.
Uspé&snost metod mizeme zhodnotit pomoci &istoty, ziskaného mnozZstvi plazmidové
DNA, ¢i prokazat existenci izolovaného plazmidu. Plazmid vizualné prokazeme pro-
vedenim elektroforézy na agarozovém gelu. Elektroforéza je pokladdna za nejicin-
né&j$i metodu pro izolaci fragmentd DNA o velikosti od 100 bp do 25 kb. Elektrické
pole se pouziva k pohonu nabitych molekul pies agarozovou matrici a biomolekuly
jsou v matrici agarozového gelu segregovany podle velikosti (Tantray et al., 2023).
Abychom si ovéfili kvalitu ziskané pDNA vyuZijeme k tomu prave elektroforézu na
agarozovém gelu, ktery nam dle velikosti ukaze, jaké formy pDNA jsme ziskali. Na
vysledném gelu jasné uvidime formu ziskaného plazmidu (superstoceny, linearni
nebo kruhovy). Déle uvidime mnozstvi a druh kontaminace, z pravidla to byva ge-
nomickd DNA nebo RNA. Nakonec vam gel ukaze, zda jste vzorek pfili§ lyzovali
nebo doslo k denaturaci.

Dale se pouziva k rozliSeni fragmenti DNA na zaklad¢ jejich molekulové hmot-
nosti. Mensi fragmenty migruji rychleji neZ vétsi. Vzdalenost migrovana na gelu se
meéni nepiimo s logaritmem molekulové hmotnosti fragmentu. Velikost fragmenti
1ze tedy urcit kalibraci gelu za pouZiti zndmych velikostnich standardfi a porovnanim
vzdalenosti, kterou neznamy fragment migroval (Lee et al., 2012). Technika je jed-
noducha, rychla a schopna rozdélit fragmenty DNA, které nelze adekvatné oddélit
jinymi postupy, jako je centrifugace v hustotnim gradientu. Umisténi pruhtt DNA v
gelu Ize urcit pfimo barvenim nizkymi koncentracemi fluorescencnich interkalacnich
barviv, jako je ethidium bromid, SYBR Gold ¢i SYBR Green. ProuZzky obsahujici
pouze 20 pg dvouvldknové DNA pak mohou byt detekovany piimym zkouméanim
gelu v ultrafialovém (UV) svétle. V pfipad€ potfeby mohou byt tyto prouzky DNA
ziskany z gelu. Zkoumany vzorek velmi kratce sto¢ime a smichame s barvou a mu-
zeme jej vidét i bez pouziti UV osvétleni a transiluminatoru (Sambrook a Green,
2001).
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Jednou z moznosti kvantifikace na gelu je za pouziti ethidium bromidu. Je pfi-
davan do elektrodového pufru pii separaci fragmentli DNA elektroforézou na agaro-
zovém gelu. Pouziva se proto, Ze po navazani molekuly na DNA a osviceni zdrojem
UV svétla Ize zviditelnit vzor pruht DNA. Zpisob vazby EtBr je interkalace mezi
pary bazi. Tato vazba méni ndboj, hmotnost, konformaci a flexibilitu molekuly DNA.
Vzhledem k tomu, Ze molekuly DNA jsou dimenzovany na zadkladé jejich pohybu
gelem ve srovnani se standardem molekulové hmotnosti, miize byt méfeni mobility
kritické pro stanoveni velikosti (Sigmon a Larcom, 1996).

K pfesnému stanoveni velikosti analyzovanych fragmenti DNA déale miizeme
pouzit velikostni marker. Markery jsou $iroce pouzivany v molekularni biologii a
hraji klicovou roli pfi ur€ovani fragmentli DNA a zajisténi spolehlivé analyzy. Mar-
kery jsou univerzalni pro vSechny gely, aby nedochazelo k neshoddm a nespravnosti
urceni velikosti fragmentd DNA. Velikostni marker volime dle pfedpokladané veli-
kosti fragmentti DNA. Z predpokladané velikosti zvolime spravny rozsah komeréni-
ho markeru 200 bp — 20 kb, ale také mizeme vybrat citlivéjsi. V piipadé ocekavani
mensich fragmenti muzeme zvolit marker o velikosti 100-1000 bp (Sekhavati et al.,
2015). V ptipadé nevyhovujiciho rozsahu je moznost si marker pfipravit samostatné
dle nasi predstavy. Dale ndm markery poskytuji moznost porovnat migraci fragmen-
tované DNA s migraci velikostnich markeri a mizeme tedy vypocitat délky frag-
menti DNA.

Dale mizeme vyuzit fluorimetické stanoveni. Metoda se pouziva u vzorku s niz-
kou koncentraci DNA a u vzorkl znecisténych jinymi latkami. Kvantifikace pomoci
fluorimetru je zaloZena na intenzité fluorescence vazby fluorescen¢niho barviva na
dvouvldknovou DNA za pomoci fluorescenéniho ¢inidla pfidaného do méfeného
vzorku. Fluomorimetricka kvantifikace je obecné povazovana za kontrolu kvality
DNA pfed sekvenovanim nové generace (Nakayama et al., 2016). Pfred méfenim
provedeme kalibraci piistroje pomoci standardi na pozadovanou citlivost méfeni. Po
kalibraci pfipravit méfenou smés smichanim fluorescenéniho ¢inidla s méfenym
vzorkem, lehce promichat a kratce sto¢it na centrifuze (Benchmark my FUGE™
Mini) pro usazeni roztoku na dno mikrozkumavky. Poté jsou vzorky jednotlivé meé-
feny.

Jako tfeti variantu mizeme vyuzit spektrofotometrické stanoveni. Spektrofoto-
metrické stanoveni je zaloZzeno na poznatku, Ze roztoky DNA pohlcuji UV zéfeni.

Zateni je pohlcovano pyrimidinovymi a purinovymi bdzemi DNA. Dochazi k excita-
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ci jejich chemickych vazeb, coz ma za nasledek postupnou degradaci DNA. Cista
DNA absorbuje maximalné¢ UV zafeni o vlnové délce 260 nm, pfiCemz pfiblizné
plati, ze absorbanci 1 mé roztok DNA o koncentraci 50 pug-ml?. Pii 260 nm vsak
absorbuji 1 bilkoviny, jejichz spektrum mé diky tyrosinovym skupinam Siroky vrchol
s maximem pii 280 nm. V praxi se ¢asto odhaduje ¢istota DNA podle poméru absor-
banci pii 260/280 nm a také 260/230 (Lucena — Aguilar et al., 2016).

Méiené vzorky porovnavame s nulovym vzorkem. Jako nulovy vzorek pouzije-
me roztok, ve kterém byl ziskany pelet rozpustén. Kyselé roztoky budou nizsi pred-
stavovat pomér A260/A280 o 0,2—0,3, zatimco bazicky roztok bude tento pomér pie-
vySovat o 0,2-0,3. Pokud tedy porovnavate pomér A260/A280 pro rizné vzorky
DNA, je dilezité zajistit, aby pH a iontova sila pouzitych elu¢nich pufrt byly stejné.
Navic absorbance pti 260 nm a hodnoty A260/A280 jsou reprodukovatelné, kdyz se
jako eluéni pufr pouzije pufr s nizkym obsahem soli, ale ne voda (Lucena — Aguilar
et al., 2016).

Cista pPDNA ma A260/A280 piiblizng 1,8. Pii hodnotach niz$ich nez 1,6 je vzo-
rek kontaminovany proteiny. V piipadé A260/A230 ¢ista pDNA v rozmezi 2,0 — 2,2.
Pokud jsou hodnoty nizsi vzorek je kontaminovany napiiklad fenoly, lipidy nebo
solemi. Zjisténi moznosti, ¢im je vzorek kontaminovan feSime pomoci absorbanci za
lomitkem. Tato absorbance poukazuje na kontaminanty, které absorbuji rizné vinové
délky. Nejcastéji tedy jako druhou absorbanci pouzivame 280 a 230 nm (Lucena —
Aguilar et al., 2016).

Vyhodou spektrofotometrického stanoveni je jeho piesnost a sou¢asnad moznost
posoudit &istotu preparatu. Cistotu pPDNA Ize stanovit z pomérii absorbanci pfi riiz-
nych vinovych délkach. Pii kontaminaci preparatu proteiny jsou vypoctené poméry
absorbanci vyrazné niZsi a koncentraci pPDNA nelze pfesné stanovit. Stupenn znecis-
téni pPDNA lze posoudit rovnéz proméfenim absorbance vzorku v rozsahu vinovych
delek 230 — 300 nm a vyhodnocenim ziskané kiivky. V ptipadé silného znecisténi
PDNA je tieba provést jeji precisténi. Pie€isténi nejcastéji provadime chloroformem
nebo smési fenol:chloroformu. Je také mozné provést precisSténi vzorku RN4azou za
ucelem odstranéni prebytku RNA (Nakayama, 2016).

Koncentrace pDNA se obecné vypocitava pomoci Lambert-Beerova zakona ze
spektrofotometrické analyzy absorpce pii 260 nm (A260). A260 mezi 0,1 a 1,0 od-
povida reprodukovatelnym a spolehlivym hodnotam a vysoce koncentrované vzorky

DNA by mély byt nafedény. Méteni koncentrace DNA v nizS§im rozsahu muize byt
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siln¢ ovlivnéno rozptylem svétla na prachovych c¢asticich ptitomnych ve vzorku. Ta-
to metoda méfeni koncentrace je relativné necitlivd, protoze 0,1 odpovida 5 ng/ul

dvouvlaknové DNA (dsDNA) (Lucena — Aguilar et al., 2016).
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2 Cil prace

Cilem této bakalaiské prace bylo porovnat riizné metody izolace plazmidové DNA,
zhodnotit mnozstvi a koncentraci ziskané DNA a jejich Cistotu a posoudit vhodnost
metod pro produkci rekombinantnich proteinti ve velkych objemech. V ziskaném
izolatu prokazat existenci plazmidové DNA a popsat jeji Cistoty. Na zéklad¢ ziska-
nych udaja pak urcit metodu, kterd dosahuje jak kvalitativné 1 kvantitativné nejlep-

Sich vysledk.
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3 Metodika

3.1 Popis kmene Escherichia coli
Buné¢na kultura byla dodana od vedouciho bakalaiské prace prof. Ing. Vladi-
slava Curna, Ph.D. — kmen EC_ABB1992 odvozeny zbuné¢k BL21(DE3)
spouzivany pro expresi rekombinantnich proteinii S vlozenym plazmidem

PET?24a.
3.2 Kultivace

3.2.1 Inokulace, kultivace vegetativniho média

Trypton Kvasincovy NaCl Bakteriologicky
[o/1] extrakt [g/1] [o/1] agar [g/l]
Luria Bertani — LB
10 5 10
(tekuté) pH 7,3
Luria Bertani — LB
10 5 10 20
(pevné) pH 7,3

Tabulka 3.2.1.1. Slozeni tekutého a pevného LB média

Tekuté LB médium bylo piipraveno rozpusténim 0,5 g tryptonu, 0,5 g NaCl a 0,25¢g
kvasnicového extraktu v 50 ml vody do 250 ml Erlenmayerovy banky. pH bylo
upraveno na 7,3 pomoci 2M HCI a 2M NaOH s pH metrem (Violab) a sterilizovano
V parnim autoklavu. Pevné LB médium bylo pfipraveno rozpusténim 4 g tryptonu, 4
g NaCl, 2 g kvasnicového extraktu a 8 g bakteriologického agaru ve 400 ml vody do
500 ml Erlenmayerovy banky. pH bylo upraveno na 7,3 pomoci 2M HCI1 a 2M Na-
OH s pH metrem (Violab) a sterilizovano v parnim autoklavu. Po sterilizaci nechano
médium vychladnout na 60 °C poté sterilné ptidano 200 ul antibiotika kanamycin ze
zasobniho roztoku, ktery byl ptipraven rozpusténim 1 g kanamycinu v 10 ml demine-
ralizované vody. Po rozpustény byl roztok prefiltrovan pies filtr 0,22 um a sterilné
rozdélen do 1,5 ml zkumavek, uchovavan v -20 °C na finalni koncentraci 50mg/I,
dikladné promichano a poté sterilné v laminarnim boxu nalito do Petriho misek.

Ze zmrazené zasobni kultury E. coli byla steriln¢ v laminarnim boxu naockova-
na ockovaci klickou bakterialni kultura na pevné LB médium s antibiotikem ka-
namycin v koncentraci 50 mg/I a kultivovano 24 hodin pfi 32 °C v inkubatoru. Po 24
hodinach bylo sterilné inokulovano plnou ockovaci klickou do 50 ml tekutého LB
média s kanamycinem v koncentraci 50 mg/l a inkubovano v tiepacce pii 32 °C 250

RPM dalsich 24 hodin. Z kultivovaného LB média byly steriln¢ v laminarnim boxu
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odebrany 2 ml bunécné kultury E. coli do ¢isté zkumavky o objemu 2 ml pro stano-
veni optické denzity. Pfed samotnym méfenim odebraného vzorku bylo tfeba zkalib-
rovat spektrofotometr (SHIMADZU) 2 ml sterilniho vzorku LB média, ktery byl
odebran pied inokulaci. Kalibrace byla provadéna pti vinové délce 595 nm. Po ka-
libraci byl odebrany vzorek vegetativniho média zméten na spektrofotometru pfi
vinové délce 595 nm. Pokud se namétené hodnoty pohybovaly mezi ODsgs 0,5 — 0,7
bylo sterilné¢ v laminarnim boxu inokulovano produkéni médium 5 % vegetativniho
média.

3.2.2 Inokulace, kultivace produkéniho média

SloZeni pouzitych médii a roztoku:

Kvasicovy | Tryptone [g/l] | Glycerol [ml/I] Fosfatovy pufr
extrakt [g/1] [mi/]

Terrific broth—TB
pH7

24 20 4 100

Tabulka 3.2.2.1. Slozeni tekutého produkcniho média (TB)

Tekuté produkéni médium (TB) bylo piipraveno rozpusténim 1,2 g kvasnicového
extraktu, 1 g tryptonu ve 45 ml vody do 250 ml Erlenmayerovy baiiky. Po rozpusténi
bylo ptidano 400 pl 50% glycerolu ze zasobniho roztoku, ktery byl piipraven smi-
chanim 100 ml glycerolu a 100 ml demineralizované vody. Bylo srovnano pH pomo-
ci 2M HCL, 2M NaOH s pH metrem (Violab) na pH 7, poté bylo sterilizovano
Vv parnim autoklavu. Fosfatovy pufr byl pfipraven rozpusténim 25,04 g KoHPOg4
ve 100 ml destilované vody, poté ptidano 4,6 g KH2PO4 poté bylo doplnéno do 200
ml demineralizovanou vodou. Po rozpusténi nasledovala sterilizace v autoklavu. Po
sterilizaci TB média a fosfatového pufru nasledovalo dokonceni piipravy média pied
inokulaci, tak ze do 45 ml sterilniho tekutého TB média bylo sterilné ptidano 5 ml
sterilniho fosfatového pufru a poté antibiotikum kanamycin ze zasobniho roztoku na
finalni koncentraci 50 mg/I.

Po dokonceni piipravy tekutého TB média bylo steriln¢ v laminarnim boxu nai-
nokulovano 5 % vegetativniho média. Nainokulované produkéni médium bylo pone-
chédno v tepacce pii 32 °C 250 RPM. Po vizuélni kontrole TB média byly sterilné
odebrany 2 ml do zkumavky 0 objemu 2 ml pro méteni optické denzity. Pied samot-
nym méfenim vzorku bylo tfeba zkalibrovat spektrofotometr pii vinové délce 595 nm

pfedem odebranym sterilnim vzorkem neinokulovaného TB média. Po kalibraci byl
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odebrany vzorek zméten na spektrofotometru (SHIMADZU) pti vinové délce 595
nm. Pokud ODsgs dosahovalo hodnoty mezi 0,5 — 0,9 byla rostouci buné¢na kultura
steriln¢ naindukovano piidanim 0,5 ml IPTG (Isopropyl B-D-1-thiogalaktopyranosid)
[WVR] na 50 ml tekutého TB média. Po indukci bylo produk¢éni médium ponechano
v tiepacce pii 32 °C 250 RPM do druhého dne. Poté steriln€ v laminarnim boxu byla
bunécna kultura sklizena po 5 ml do 50 ml zkumavek a sto¢ena 4500 RPM po dobu
30 minut. Po sto¢eni byl supernatant odebran a sediment byl postupné tfikrat promyt
15 ml TE pufru (Tris — EDTA, pH 8). Po promyti byly vzorky pfipraveny pro prove-

deni izolaci.

3.3 Izolace plazmidové DNA
3.3.1 Alkalicka lyze

Pouzité roztoky:
e Roztok alkalické lyze I
50 mM glukéza
25 mM Tris-HCI (pH 8)
10 mM EDTA (pH 8)

Na piipravu 2M glukoézy bylo rozpusténo 36 g glukdzy v 50 ml demineralizova-
né vody, po rozpusténi bylo doplnéno do 100 ml objemu demineralizovanou vodou.
Po ptipravé byl roztok sterilizovan v autoklavu a nasledn¢ uchovavan ve 4 °C.

Na piipravu 1M Tris — HCI bylo rozpusténo 121,1 g Tris — base v 500 ml demi-
neralizované vody a poté bylo doplnéno do 1000 ml objemu demineralizované vody.
Poté provedeno srovnani pH metrem na pH 8 pomoci 35% HCI, poté sterilizovano
v autokldvu a uchovavat v pokojové teplot¢.

Na ptipravu 200 ml lyza¢niho pufru I bylo smichdno 5 ml ze zasobniho roztoku
2M glukoézy, 5 ml 1M Tris-HCl a 4 ml 0,5M EDTA, po smichani doplnit do 200 ml
demineralizovanou vodou.

e Roztok alkalické lyze 11

0,2 M NaOH
1% SDS

Na pfipravu lyzacniho pufru II bylo tfeba ptipravit zasobni roztok 2M NaOH

(hydroxidu sodného) rozpusténim 8 g v 80 ml demineralizované vody. Po rozpusténi

byl roztok doplnén do 200 ml. Pti ptipravé lyzac¢niho pufru II byl rozpustén 1 g SDS
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Vv 50 ml demineralizované vody. Po rozpusténi pfiddno ze zdsobniho roztoku 2M
NaOH 10 ml a doplnit do 100 ml objemu demineralizovanou vodou. Lyza¢ni pufr 11
je vzdy nutno pfipravit ¢erstvy a uchovavam v pokojové teploté.
e Roztok alkalické lyze 11
5 M octan draselny 60 ml
ledova kyselina octova 11,5 ml
demineralizovana voda 28,5 ml
Pied ptipravou lyzac¢niho roztoku Il bylo nutné pfipravit SM octan draselny
rozpusténim 98 g octanu draselného ve 100 ml demineralizované vody, po rozpusténi
bylo doplnéno do 200 ml. 100 ml lyza¢niho pufru III bylo pfipraveno smichanim 60
ml 5M octanu draselného, 11,5 ml ledové kyseliny octové a 28,5 ml demineralizova-
né vody. Po namichani uchovavat ve 4 °C.
e sm¢s fenol: chloroform: isoamylalkohol
V poméru 25:24:1
Na ptipravu 500 ml smésy fenol:chloroform:isoamylalkoholu bylo smichéno
192 ml chloroformu, 8 ml isoamylalkoholu a 200 ml fenolu. Pfipravenou smés ucho-
vavat je nutné uchovavat ve 4 °C.
Prtbeéh izolace:
Bunééna biomasa po kultivaci v TB médiu, byla rozdélena po 5 ml do 50 ml steril-
nich zkumavek. Pro porovnani byly pouzity 4 sterilni 50 ml zkumavky s 5 ml sedi-
mentu. K sedimentim bylo pfidano 5 ml roztoku alkalické lyze I, poté bylo roztiepa-
no. Po roztfepani bylo pfidano 10 ml roztoku alkalické lyze 11, nasledovalo opatrné
promichani pohyby rukou a inkubace po dobu 2 minut na ledu. Po inkubaci bylo pfi-
dano 7,5 ml roztoku alkalické lyze III a bylo promichano pohyby rukou a bylo inku-
bovano po dobu 5 minut na ledu. Po inkubaci byla kultura s lyza¢nimi roztoky od-
sttedéna v centrifuze (Hettich ROTINA 380 R) 13 000 RPM 4 °C po dobu 5 minut.
Po dostate¢ném odstfedéni byl odebran supernatant s plazmidovou DNA do nové
zkumavky a preciStén fenol:chloroformem v poméru 1:1. Po pfidani smési fe-
nol:chloroformu bylo promichano ota¢enim ruky a odstfedéno na centrifuze (Hettich
ROTINA 380 R) 13 000 RPM pii pokojové teploté po dobu 5 minut. Po dokonalém
oddéleni organické a vodné faze byla odpipetovana vodna faze do Cisté zkumavky
(50 ml). K vodné fazi byl pridan isopropanol v poméru 1:1, poté bylo opét promi-

chano pohyby rukou. Po promichani bylo inkubovano pii pokojové teploté po dobu
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10 minut. Po inkubaci odstfedéno na centrifuze (Hettich ROTINA 380 R) maximalni
RPM pfi pokojové teploté po dobu 5 minut. Ze zkumavky byl odebran supernatant,
zbyla vyprecipitovana plazmidova DNA v podob¢ peletu zabarveného do bila. Pelet
byl promyt ptidanim 10 ml 70% ethanolu (70% ethanol byl pfipraven smichanim 140
ml 96% ethanolu a doplnéno do 200 ml demineralizovanou vodou), nasledné promi-
chano krouzivymi pohyby a odstiedéno na centrifuze 13 000 RPM pii pokojové tep-
loté po dobu 1 minuty. Po odstfedéni byl supernatant odebran a pelet byl odsusen pfi
pokojové teploté dnem vzhiiru. Po vysuSeni byl pelet rozpustén ve 2,5 ml TE pufru
(Tris— EDTA, pH 8). TE pufr byl pfipraven smichanim 10 ml Tris — HCI, 2 ml 0,5M
EDTA a roztok byl dopInén do 1000 ml demineralizovanou vodou. Po namichani byl

roztok sterilizovan v autoklavu a uchovavan ve 4 °C.

Obrdazek 3.3.1 Bunécna kultura po alkalické lyze roztoky 1., 1., 111. (autor)
3.3.2 lzolace s isopropanolem
Modifikace alkalické lyze dle Sambrook (2003), podminky upraveny dle bunééné
kultury. Byly upraveny centrifugacni podminky 9000 RPM na 13 000 RPM.
Pouzité roztoky:
e Lyzacni pufr I
25 mM Tris-HCI (pH 8)
10 mM EDTA (pH 8)
Na piipravu 200 ml lyzaéniho pufru I bylo smichano, 5 ml 1M Tris-HCl a 4 ml
0,5M EDTA, po smichani bylo doplnéno do 200 ml demineralizovanou vodou.
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Pripravit 100 ml pufru I a sterilizovat a v autoklavu 15 minut, uchovavano

V lednici pii 4 °C. Zasobi roztok 1M Tris — HCI byl pouzit stejny jako pti alka-

lické lyze.

e Lyzacni pufr I1

0,1 M NaCH
1 % SDS (w/v)

Na ptipravu lyzaéniho pufru II bylo tieba piipravit zdsobni roztok 2M NaOH
(hydroxidu sodného) rozpusténim 8 g v 80 ml demineralizované vody. Po rozpusténi
bylo doplnéno do 200 ml. Pii piipravé lyza¢niho pufru II byl rozpustén 1 g 1% SDS
v 50 ml demineralizované vody. Po rozpusténi bylo ptfidano ze zasobniho roztoku
2M NaOH 10 ml a doplnéno do 100 ml objemu demineralizovanou vodou. Lyza¢ni
pufr 11 je vzdy nutno piipravit ¢erstvy a uchovavat v pokojové teplot¢.

e Lyzacni pufr III

5 M octan draselny 60 ml
ledova kyselina octova 11,5 ml
demineralizovana H,O 28,5 ml

Pied ptipravou lyzac¢niho roztoku III bylo tfeba piipravit SM octan draselny roz-
pusténim 98 g octanu draselného ve 100 ml demineralizované vody, po rozpusténi
byl roztok doplInén do 200 ml.

Na 100 ml lyza¢niho pufru 1 bylo smichano 60 ml 5M octanu draselného s 11,5
ml ledové kyseliny octové a 28,5 ml demineralizované vody. Po namichani bylo

uchovavano ve 4 °C.

Modifikace postupu izolace:

Modifikace provedeny v klasickém protokolu pDNA miniprep popsaném Green a
Sambrook (2016). Z lyzaéniho roztoku I byla vynechana glukoza. Mnozstvi lyzac-
nich roztoku I-I1I bylo zdvojnasobeno. VSechny centrifuga¢ni kroky byly provadény

pti pokojové teplote.

Prtibéh izolace:

Bunécna biomasa po kultivaci v LB médiu ve fermentoru, byla rozdélena po 2 ml do
sterilni 2 ml zkumavky. Pro porovnani byly pouzity 4 zkumavky s 2 ml sedimentu.
Ze vzorku bylo odebrano 200 pl do nové 1,5 ml zkumavky. Do 1,5 ml zkumavky

s odebranou bunéénou biomasou bylo ptidano 100 pl lyzac¢niho pufru I a poté bylo
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roztiepano. Po roztfepani nasledovalo ptidani 400 ul lyza¢niho pufru II a bylo pro-
michano preklapénim v ruce. Poté bylo inkubovano na ledu po dobu 2 minut. Po
inkubaci bylo pfidano 150 pl lyzac¢niho pufru III. Poté bylo znovu inkubovano na
ledu 5 minut. Po inkubaci bylo odsttedéno na centrifuze (Hettich ROTINA 380 R) 13
000 RPM po dobu 5 minut. Po centrifugaci bylo odebrano 800 pl lyzatu do nové
predem piipravené 1,5 ml zkumavky s 264 ul isopropanolu a po piidani bylo ihned
promichano. Po promichani bylo odstfedéno na centrifuze (Hettich ROTINA 380 R)
13000 RPM po dobu 5 minut. Po stoceni byl supernatant odebran do nové predem
ptipravené 1,5 ml zkumavky s 216 ul isopropanolu a po pridani ihned promichano
otaCenim v ruce. Po promichéni bylo inkubovano 3 minuty pfi pokojové teploté, poté
odstfedéno na centrifuze (Hettich ROTINA 380 R) 13 000 RPM po dobu 8 minut. Po
odstfedéni byl odebran supernatant a pelet ponechén voln€ vyschnout dnem vzhtru.
Nasledné byl ziskany pelet promyt 70% ethanolem, poté byl promichan a odstfedén
na centrifuze (Hettich ROTINA 380 R) 13 000 RPM po dobu 2 minut. Po stoceni byl
70% ethanol odebran a vysledny pelet ponechan volné vyschnout. Vysledny pelet byl
rozpustén v 50 ul TE pufru (Tris— EDTA, pH 8).

3.3.3 Termicka lyze

Pouzité roztoky:
e Lyza¢ni pufr I - TE pufr
25 mM Tris — HCI (pH 8)
10 mM EDTA (pH 8)

Na piipravu 200 ml lyzaéniho pufru I bylo smichano, 5 ml 1M Tris-HCl a 4 ml
0,5M EDTA, po smichani doplnit do 200 ml demineralizovanou vodou, srovnano pH
pomoci pH metru (Violab) na pH 8. Poté sterilizovano v autoklavu 15 minut a po
vychladnuti uchovavat ve 4 °C.

e 10x lyzacni pufr

100 pl lysozym
1 M NaCl
20 % Triton-X-100

Lyzacni pufr je nutno vzdy piipravit Cerstvy.

e 3M octan sodny

e |IPA (isopropanol)

e 70% ethanol
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70% ethanol byl pfipraven smichanim 140 ml 96% ethanolu a bylo doplnéno do

200 ml demineralizovanou vodou.

Pribéh izolace:

Bunééna biomasa po kultivaci v LB médiu, byla rozdélena po 5 ml do 50 ml zkuma-
vek. Po odebrani byla biomasa odstfedéna na centrifuze (Hettich ROTINA 380 R) 13
000 RPM po dobu 10 minut. Po odstifedéni byl supernatant odebran a sediment byl
postupn¢ tiikrat promyt 15 ml TE pufru (Tris — EDTA, pH 8). Do sedimentu bylo
ptidano 5 ml TE pufru (Tris — EDTA, pH 8). Sediment s TE pufrem (Tris — EDTA,
pH 8) roztiepan a po 1ml rozdélen do osmi 1,5 ml zkumavek. K tomu bylo pfidano 1
/10 objemu 10x lyza¢niho pufru a promichano v ruce. Po promichani bylo inkubova-
no po dobu 20 minut 37 °C pii mirném michani (20 RPM) v termobloku (BIOER).
Po inkubaci byla provedena lyza pii 70 °C a 80 °C po dobu 20 sekund nebo 3 minut.

Vzorky ocislované 1-8.

Vzorky Stupné Cas inkubace
1+2 70°C 20 sekund
3+4 70 °C 3 minut
5+6 80 °C 20 sekund
7+8 80 °C 3 minut

Tabulka 3.3.3.1. Prehled vzorkit a podminek termické lyze
Po lyze byl ihned proveden chladovy Sok. Vzorky 1+3+5+7 byly odstiedény na cen-

trifuze (Hettich ROTINA 380 R) 13 000 RPM po dobu 5 minut a vzorky 2+4+6+8
byly odstiedény na centrifuze (Hettich ROTINA 380 R) 13 000 RPM po dobu 30
minut. Po stoceni byl supernatant napipetovan do nové piedem piipravené 1,5 ml
zkumavky, do které bylo ptredem piidano 0,1ml objemu 3M octanu sodného (60 pl) a
0,6 objemu IPA (360 ul). Vzorky byly lehce promichany a inkubovany po dobu 20
minut pti pokojové teploté. Po inkubaci byly sto¢eny 13 000 RPM po dobu 5 minut.
Nasledovalo 2x promyti 1 ml 70% ethanolu, protiepano cvrnkanim a sto¢eno 13 000
RPM po dobu 2 minut. Poté byl odebran 70% ethanol a ziskany pelet byl ponechan
voln¢ odsusit dnem vzhtru pfi pokojové teploté. Po odsuseni vysledny pelet rozpus-
tén v 100 pl TE pufru (Tris— EDTA, pH 8).

3.3.4 Meéreni koncentrace, Cistoty a prokazani plazmidu

Hodnoceni plazmidové DNA na gelu

Pouzité chemikalie:
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e 10x TBE pufr

Ptipraveno smichanim 108 g Tris — base, 55 g kyseliny borité a 9,3 g EDTA roz-
pusténo v 1000 ml demineralizované vody. Pro pouziti bylo tfteba 10x TBE natedit
na 1x TBE smichanim 100 ml 10x TBE s 900 ml demineralizované vody.

e Agardza

e Ethidium bromid

e Loading DYE Buffer

Pro prokazani plazmidové DNA byl pouzit 1% agar6zovy gel. Na piipravu 1 cm vy-
sokého 1% agarozového gelu rozpusténim 1,5 g agarozy ve 150 ml TBE pufru pii
zahtivani. Po rozpusténi zchlazeno a ptfidano 7ul Ethidium bromidu, diikkladné pro-
michéno a nalito do pfedem pfipravené formy.

Do vzorku bylo pro obarveni pfidano 3,75ul Loading DYE Buffer a promi-
chano s 15 pl ziskané plazmidové DNA. Po piipravé vzorku bylo 18,75 ul naneseno
do jamek v pfipraveném vychladném 1% agarozovém gelu. Elektroforeticka separa-
ce probihala pii 70 V po dobu 5 minut pro prvotni migraci vzorku do gelu. Po uply-
nuti 5 minut bylo navyseno na 120 V po dobu 90 minut. Po ukonceni elektroforézy
byl vyjmut gel z elektroforetické vany a byl vloZzen pro vizualni kontrolu do doku-
mentacniho zatizeni na UV transiluminator (Labmark).

Méfeni koncentrace pomoci Nanodrop (Thermo scientific)

Meéfeni zaloZeno na zméteni rozdilu koncentrace DNA v nulovém vzorku a v izolo-
vaném vzorku. Jako nulovy vzorek byl pouzit TE pufr (Tris — EDTA, pH 8), ve kte-
rém byl rozpustén pelet pPDNA z divodu, Ze absorpce pDNA zavisi na rozpoustédle,
ve kterém byl ziskany pelet rozpustén. Vzorky byly méteny ve dvojim rozmezi spek-
tra a to jsou A260/A280 a A260/A230. Na Nanodrop bylo naneseno 0,5 ul nulového
vzorku pro kalibraci pro meteni. Po kalibraci bylo naneseno 0,5 pl méfeného vzorku
s DNA a byla zméfena koncentrace. Na konci byly porovnany tabulkové hodnoty
jednotlivych vzorkd.

Meéieni koncentrace pomoci Qubit ® fluorimetr

Fluorescen¢ni stanoveni DNA je zaloZeno na detekci proteinii a nukleovych kyselin
za pomoci fluorescenéniho ¢inidla pfidaného do méfeného vzorku. Pied méfenim
byla nutna kalibrace pfistroje pomoci standardu na pozadovanou citlivost méfeni. Po

kalibraci byly pfipraveny vzorky smichanim fluorescen¢niho c¢inidla s méfenym
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vzorkem. Vzorky byly lehce promichany a kratce odstfedény na centrifuze (Ben-
chmark my FUGETM Mini). Poté byly vzorky jednotlivé méfeny.

& invitrogen-

Obrazek 3.3.4. Qubit™ fluorimetr pro méreni koncentrace DNA (autor)
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Alkalické lyze
Cistota plazmidové DNA byla zmétena spektrofotometricky pomoci Nanodropu

(Thermo scientific).

vzorky | pDNA [pg/ml] | OD 260/280 | OD 260/230
1 19,2 191 2,16
2 20,7 1,83 2,23
3 21,0 1,95 2,20
4 18,6 1,84 2,09

Tabulka 4.1.1. Naméiené hodnoty vzorku izolované plazmidové DNA metodou alkalické lyze

Dle namétenych hodnot (viz tabulka 4.1.1) bylo zjisténo, Ze vzorky pii
A260/A280 se pohybuji od 1,83 — 1,95. Vzorek oznaceny Cislem 2 s hodnotou 1,83
je nejblize uvadénym hodnotam z literatury, a to je 1,8 — 2,0 (Zhu et al., 2007).
Z téchto vysledkl je ziejmé, ze pii této absorbanci jsou métené vzorky prosté od
proteini. V piipadé A260/A230 byly naméteny hodnoty od 2,09 — 2,23. Z toho vy-
plyva, Ze vzorek 3, 4 a 6 jsou stale v rozmezi hodnot (1,8 — 2,0), které urcuji ze me-
fené vzorky nejsou tedy kontaminované a jsou povazované za Cisté. Hodnota vzorku
¢islo 2 se v uvadéném rozmezi se vyskytuje lehce nad hranici idedlni Cistoty. To
znamena, ze vzorek obsahuje zbytek fenolu, EDTA, lipidii nebo soli. MoZnosti feSeni
Cistoty je vzorek pfi izolaci opétovné precistit.

Literatura uvadi idealni Cistotu izolovaného vzorku pii OD A260/A280 1,8, po-
kud se vyskytuje Cistota nizs$i nez 1,6 vzorek je kontaminovan proteiny. Pii OD
A260/A230 se uvadi idealni Cistota 2,0 — 2,2, v piipadé niz§ich hodnot vzorek obsa-
huje fenoly, guanidin, lipy a soli (Zhu et al., 2007).

Naméfené hodnoty koncentrace pDNA dosahuji rozmezi 19,6 — 21,0 pg/ml. Dle
vysledkt Sambrook (2003) se jevi jako idealni koncentrace pDNA: 20 (pg/ml). Po
porovnani namétenych vysledka se jevi vSechny vzorky jako vhodné pro naslednou

praci z diivodu, ze se shoduji s naméfenymi hodnotami dle literatury.
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Obrazek 4.1.1. Agarozova elektroforéza po alkalické lyze

Jako dal$i metoda pro prokazani plazmidové DNA byla provedena agarozova elek-
trofozéra K potvrzeni existence pDNA a uréeni jeji velikosti. Vysledek izolace byl
porovnavan s 1 kb markerem. Izolovana plazmidova DNA ma velikost pfiblizné¢ 12
000 bp dle obrazku 4.1.1. V literatufe se uvadi rozmezi 4800 — 16 700 bp (Zhu et al.,
2007). Na gelu vidime plazmid o velikosti nad 10 000 bp. Tudiz se vysledek vysky-
tuje v rozmezi zZ uvedené literatury.

Metoda alkalické lyze je kvantitativné velice dobfe vynosna. Také je vhodna
pro pouziti ve velkych objemech bez pouziti kitd. Vysledky této izolace jsou i bez

vyssiho podilu fragmentti DNA a RNA a dalsich zbytk.

4.2 Lyze s isopropanolem

Méfeni Cistoty plazmidové DNA pomoci Nanodropu (Thermo scientific).

vzorky pDNA [ug/ml] OD 260/280 OD 260/230
1 17,4 1,72 1,89
2 17,9 1,79 1,99
3 14,2 1,69 1,87
4 15,9 1,81 1,95

Tabulka 4.2.1. Naméiené hodnoty vzorku izolované plazmidové DNA metodou lyze isopropanclem
(autor)

Z vyse uvedené tabulky 4.2.1. vyplyvaji hodnoty ¢istoty méfenych vzorkta od 1,69 —
1,81 pti A260/A280, coz ¢astecné odpovidé idedlni Cistoté izolované pDNA 1,8 — 2,0
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dle literatury (Kachkin et al., 2020). Z dosazenych vysledkt odpovida idealni Cistoté
meéteny vzorek Cislo 4 s hodnotou 1,81, zbylé tfi vzorky nebyly dostatecné precistény
a byly kontaminovany proteiny. Pii A260/A230 bylo dosazeno vysledka 1,87 — 1,99.
Literatura udava hodnoty idealni Cistoty od 2,0 — 2,2 (Kachkin et atl., 2020). Kdyz
porovname namétené hodnoty a hodnoty uvedené v literatute zjistime, Ze jediny vzo-
rek blizici se svou hodnotou dCistoty hodnotam z literatury je vzorek Ccislo 2
s namétfenou hodnotou 1,99. Zbylé vzorky vykazuji kontaminaci zbytky fenolu, lipi-
da ¢i soli.

Namétené hodnoty koncentrace pDNA dosahuji rozmezi 15,2 — 17,9 pg/ml. Dle
vysledki Sambrook (2003) se ukazuje jako idealni koncentrace pDNA: 20 (ug/ml).
Po porovnéni namétfenych vysledki se jevi vzorky jako nevhodné pro néslednou pra-
ci z divodu, Ze nedosahuji naméfenych hodnot dle literatury. Ve vzorcich se nachazi

vysoké mnozstvi RNA z diivodu nedostatecného precisténi.

,10 000 bp

A

3000 bp

k- 1000 bp

|||| +-500 bp

Obrazek 4.2.1. Agarozova elektroforéza po izolaci isopropanolem (autor)

Jako dal§i metoda byla provedena agarozova elektrofozéra. 1zolovand plazmidova
DNA ma velikost ptiblizn€ 12 000 bp dle obrazku 4.2.1. V literatufe se uvadi rozme-
zi 4800 — 16 700 bp. Vysledek izolace byl srovnavan s 1 kb markerem.

Izolace s isopropanolem poskytuje, v porovnani s termickou lyzi, podstatné

vys$i vytézky pDNA. Bohuzel s vyS$s$i vynosnosti plazmidové DNA je zde i vetsi

38



mnozstvi fragmentti DNA 1 zbyld RNA. Bylo by nutné ptidavat dalsi predc¢istovaci
kroky pro odstranéni téchto zbytkd.

4.3 Termicka lyze
Prvni metoda méfeni Cistoty plazmidové DNA byla zméiena za pomoci Nanodropu

(Thermo scientific).

vzorky pDNA [upg/ml] OD 260/280 OD 260/230
1 16,05 1,78 2,04
2 10,0 1,39 1,64
3 12,5 1,80 2,14
4 9,06 1,55 1,76
5 11,06 1,76 2,03
6 9,08 1,34 1,53
7 14,6 1,74 2,12
8 10,02 1,56 1,89

Tabulka 4.3.1. Namérené hodnoty izolované plazmidové DNA metodou termické lyze

Pti termické 1yze byly pomoci Nanodropu zjistény hodnoty vzorkd, které mély odlis-
né teploty a Casy lyze viz tabulka 3.3.3.1. Namétené hodnoty pii A260/280 jsou od
1,34 — 1,80. Idealni hodnoty Cistoty uvedené v literatufe jsou 1,8 — 2,0 (Zhu et al.
2007). Po porovnani hodnot se idedlnim hodnotam ¢istoty nejvice blizi vzorek Cislo 3
s hodnotou 1,80. Ostatni vzorky se vyskytuji pod hranici Cistoty, a to znac¢i kontami-
naci proteiny. V ptipadé A260/A230 se naméfené hodnoty pohybuji od 1,53 — 2,12.
Dle literatury je idealni Cistota vyjadiena hodnotami 2,0 — 2,2 (Zhu et al., 2007).
Z hodnot naméfenych a porovnanych s hodnotami z literatury vyplyva, ze vzorky
odpovidajici Cistoté jsou 1, 3, 5 a 7 s hodnotami od 2,04 — 2,14. Zbylé vzorky obsa-
huji zbytky fenolu, lipida a soli.

Nameétené hodnoty koncentrace pDNA dosahuji rozmezi 9,06 — 14,6 pg/ml. Dle
vysledkli Sambrook (2003) se ukazuje jako idealni koncentrace pDNA: 20 (pg/ml).
Po porovnani namétenych vysledkti se jevi vzorky jako naprosto nevhodné pro na-
slednou praci z diivodu, ze nedosahuji namétenych hodnot dle literatury. Ve vzorcich
se nachazi vysoké mnozstvi RNA z divodu nedostate¢ného piecisténi a také se ve
vzorcich nachazi rizné typy DNA (genomickd a superstocend), nez jen plazmidova
DNA.
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<10 000 bp
4-3000 bp

Obrazek 4.3.1. Agarozova elektroforéza po termické lyze

Jako dalsi z ukazatelti vynosnosti metody, mnozstvi a Cistoty plazmidové DNA byla
provedena agarozova elektrofozéra. 1zolovand plazmidovd DNA ma velikost pfibliz-
né 12 000 bp dle obrazku 4.3.1. V literatufe se uvadi rozmezi mezi 4800 — 16 700 bp
(Yang a Yang, 2012). Vysledek izolace byl srovnavan s 1 kb markerem.

Vyskytuje se vice druht DNA (genomicka, plazmidova supersto¢ena) a metoda ter-
mické lyze neposkytuje konzistentni vysledky (Zhu et al., 2007). Nekonzistenti vy-
sledky vidime ptehledné na obrazku 4.3.1 kde vzorky za stejnych lyza¢nich podmi-
nek byly poskladany na gel po dvou vedle sebe. Kazd4 dvojice méla odlisné lyzacni

teplotni a ¢asové podminky viz tabulka 3.3.3.1.

4.4 Navrh optimalniho postupu izolace pDNA

Dle zjisténych vysledk byla alkalicka lyze zhodnocena jako metoda poskytujici
nejvyssi vytézek pDNA, ale také nejvhodnéjsi s ohledem na Cistotu a konzistentnost
vysledkd.

Pomoci této metody byly ziskany vysoké vytéZky plazmidové DNA o vysoké
Cistoté, bez kontaminace fragmenty DNA a RNA. Vzhledem k ziskanému mnozstvi
plazmidt a jejich Cistoté se tento postup izolace jevi jako_nejvhodnéjsi pro naslednou
pfipravu rekombinantnich plazmidovych vektord, St€peni plazmidi a ligaci inzertd.

Optiméalni postup pro celkovou izolaci pDNA z bun¢k E. coli obsahujici poza-
dovany plazmid by byl nésledujici: kultivace bakterii ve vegetativnim médiu (LB) a
nasledna inokulace produkcéniho média (TB) s indukei produkce v momenté dosazeni

optimalni optické denzity pii OD595 v rozsahu 0,5-0,9. Po kultivaci je vhodné bunky
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promyt a nasledné vyuzit alkalickou lyzy k ziskdni pDNA. Béhem izolace je tieba
dbat na preciznost provedeni, dodrzeni ¢ast inkubaci. Poptipadé¢ mizeme do postupu
izolace pfidat krok piecisSténim RNazou abychom se zbavily nechténych zbytkl
RNA.

Po zhodnoceni jednotlivych kvantitativnich a kvalitativnich vysledkti vybranych
metod izolaci plazmidové DNA byla vyhodnocena jako nejucinngjsi metoda izolace
alkalické lyze.

Jako finalni krok je pak vizualizace pDNA na agar6ézovém gelu, stanoveni Cisto-
ty a koncentrace pDNA at’ uz spektrofotometricky (pfistroj NanoDrop) nebo fluori-
metricky (pfistroj Qubit).
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Zavér

Prace byla rozdé€lena na dvé ¢asti. V prvni Casti bylo cilem vypracovat literarni pte-
hled o moznostech kultivace, popis a vyuziti bakterie E.coli, moznosti izolace
PDNA, déle piehled o plazmidech a faktorech ovliviiujicich vytéznost izolace pDNA
a Vv neposledni fadé moznosti detekce a zméfeni koncentrace a Cistoty plazmidové
DNA. Ve druhé, experimentéalni ¢asti prace bylo cilem zhodnotit a vybrat neucinnéjsi
metodu pro izolaci plazmidové DNA a nasledné detekovat ziskanou plazmidovou
DNA.

Ptesto, ze se V literarnich zdrojich uvadi piesné postupy provedeni metod, bylo
tteba metody upravit, dle dostupnych podminek a povahy bunécné kultury E.coli. Po
modifikaci metod bylo dosazeno uspokojivych vysledk, se kterymi je mozné nadale
pracovat a postupovat v tvorbé rekombinantnich plazmidovych vektort.

Z dosazenych vysledku je ziejmé, ze nejvhodnéjsi metodou pro izolaci plazmi-
dové DNA je alkalicka lyze. Ukazuje to vytéznost ¢istoty a mnozstvi plazmidové
DNA z vybranych metod izolaci uvedenych v experimentalni ¢asti prace. Metodou
alkalické lyze bylo dosazeno Cistoty pDNA v rozmezi 1,83 — 1,95 pii A260/A280.
Namétfené mnozstvi pDNA ve vzorcich po alkalické lyze bylo dosaZzeno hodnot
VvV rozmezi 19,6 — 21,0 pg/ml.

Pouzita metoda nevyuziva komponenty izola¢nich kitd ani zvlastni chemické
slou€eniny, nepozaduje specialni laboratorni vybaveni (vét§i mnozstvi izolované
pDNA je moZné kvalitativné vyhodnotit jak pomoci agarézové elektroforézy, tak
pomoci UV-VIS spektrofotometru). Z téchto divodl je mozné metodu zavést a mo-
difikovat dle laboratornich podminek dan¢ instituce a dosahovat ptijatelnych vysled-

k.
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Seznam pouzitych zkratek

A — absorbance

DO — rozpustény kyslik

DNA — deoxyribonukleova kyselina

dsDNA — dvouvlaknova deoxyribonukleova kyselina
EDTA — ethylendiamintetraoctova kyselina

EtBr — ethidium bromid

FDA — Federalni utad pro 1é¢iva

FPI — frak¢ni srazeni isopropanolem

IPTG — Isopropyl p—d —1 — thiogalaktopyranosid
LB — Luria — Bertani

OD - opticka denzita

PDNA — plazmidova deoxyribonukleova kyselina
RNA — ribonukleova kyselina

SDS — dodecyl siran sodny

TE — Tris/EDTA pufr

TBE — Tris/borat/EDTA pufr

TB — Terrific broth

UV — ultrafialové zareni

RPM — otacky za minutu




