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ABSTRAKT

Izolace DNA patii mezi zakladni metody molekularni biologie. Pro izolaci a amplifikaci
DNA existuji razné metody. V této praci je pouzita fenol-chloroformova extrakce pro
izolaci plasmidi Channelrhodopsin-2, ASAP1 a Kj 2.1. Bylo provedeno 22 izolaci
plasmida s celkovou uspésnosti 27 %. Spravnost izolace byla ovéfena gelovou
elektroforézou. Uspé&sné izolované plasmidy byly naslednd transfekovany do bunééné

linie HEK293 a sniméany konfokalnim mikroskopem 24, 48 a 72 hodin po transfekci.

KLICOVA SLOVA

Izolace DNA, transfekce, kompetentni buriky, HEK293

ABSTRACT

DNA isolation is one of the basic methods in molecular biology. There are several
methods of DNA amplification and isolation. In this paper phenol-chloroform extraction
of three plasmid types - Channelrhodopsin-2, ASAP1 and Kj; 2.1 is used. Six plasmids
were isolated in total. These plasmids are then validated using gel electrophoresis.
Successfully isolated plasmids are then transfected to HEK293 cells and images taken
on confocal microscope 24, 48 and 72 hours after transfection.
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Uvod

Pro studium nukleovych kyselin (DNA, RNA) je klicovou ulohou jejich izolace
z buriky. Pro ucely izolace DNA byla vyvinuta fada technik a metod, kterymi 1ze izolaci
provadét. Jednotlivé metody se 1i§i podle toho, o jaky druh nukleové kyseliny se jedna
a jaky je cil pouziti dané nukleové kyseliny.

Cilem této prace je seznameni se s metodami izolace a transfekce plasmidové

DNA a nasledné vyuziti metody fenol-chloroformové extrakce pro izolaci.

Prvni izolace DNA byla provedena roku 1869 biologem Friedrichem
Miescherem [1] alkalickou extrakci a naslednou acidifikaci. S naslednym rozvojem
molekularni biologie byly vyvijeny také techniky izolace DNA. Roku 1956 byla poprvé
pouzita technika fenol-chloroformové extrakce k oddéleni nukleové kyseliny z proteinu
[2]. Metoda fenol-chloroformové extrakce je stale jednou ze zakladnich technik izolace
DNA. Neustale dochazi k jejimu vyvoji a optimalizaci postupt. Jedna se o relativné

levnou a spolehlivou metodu, na jejimz zaklad€ jsou vyrabény rizné komercni kity.

Na poli klinického vyzkumu a genového inzenyrstvi se v soucasné dobé se velmi
Casto vyuziva izolace plasmidové DNA. Plasmidova DNA m4, na rozdil od genomové
DNA, schopnost tvofit rekombinantni proteiny, které mohou byt zaflenény do bunék

jiného organismu, kde dochazi k jejich replikaci.

Amplifikaci plasmidové DNA neni mozné vzhledem k jejim vlastnostem
provadét béznymi technikami, napt. pomoci PCR, LCR nebo 3SR amplifikacni reakci.
Proto je vyuzivano bakterialnich linii, do kterych se plasmidova DNA vpravi, namnozi
a nasledné se izoluje. Po izolaci je ziskana kruhova molekula plasmidové DNA, ktera

muze obsahovat predlohu pro fadu definovanych membranovych konstruktu.

Tato prace se zabyva amplifikaci a izolaci tfi typt plasmidové DNA. Konkrétné
jsou to proteiny channelrhodopsin-2 (CHR2), activated sensor of action potentials
(ASAPI1) a draselny kanal K;; 2.1. Ziskana DNA je poté podrobena validaci pomoci

gelové elektroforézy a otestovana transfekci do bunénych linii HEK293.

Jako modelovy organismus, do n¢hoz se nasledné mohou vkladat izolované
plasmidy, slouzi velmi Casto bunécna linie HEK293. Diky jejich jednoduché transfekci
a nulové (¢i velmi nizké) expresi zvolenych konstrukt, byly pouzity jako modelova

linie i v této praci.
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1. Teoreticka c¢ast

1.1. Izolace

Izolace DNA z hostitelskych organismu je jednou ze zakladnich metod molekularni
biologie slouzicich pro jeji analyzu, tvorbu rekombinantni DNA nebo pro vyuziti pfi
studiu transkripce ¢i translace. DNA Ize izolovat z prokaryotickych bunék i1 napfiiklad

z kvasinek. Materialem mohou byt virové ¢astice nebo tkané ¢i organy eukaryot [3].

Jednd se o proces ziskani nukleové kyseliny z buiky. Proces izolace DNA
je provadén na zakladé fyzikalné-chemickych interakci mezi nukleovou kyselinou

a prostfedim, ve kterém se nachazi [3].

Prvni izolaci DNA provedl §vycarsky lékar a fyziolog Friedrich Miescher v roce
1869. Z jader leukocytl, které ziskaval z hnisu nemocni¢nich bandazi, vyizoloval

srazeninu obsahujici fosfor a dusik. Tuto srazeninu nazval jako ,,nuclein® [4].

Proces izolace lze rozdélit do 3 zakladnich kroku [5]:

. Rozruseni bunék nebo virovych kapsida
. Odstranéni proteinti a kontaminant
. Vlastni extrakce DNA

Pro naruSeni bunééné membrany bunek, ze kterych se DNA izoluje, slouzi
ionogenni detergenty jako SDS ¢i neionogenni detergenty, napiiklad Triton X100.
V piipadé€ lyzy pevnych tkani nebo houbovych ¢i rostlinnych bunék s bunécnou sténou
je nutné uziti fyzikalnich nebo fyzikalné — chemickych postupd, naptiklad protfepavani

na vortexu se sklenénymi kuli¢kami, rozru§eni membran ultrazvukem a dalsi [6].

Alkalickd lyza bunék s pouzitim SDS je nejcastéji pouzivanou technikou pii
izolaci DNA ze vSech kmena bakterie E.coli. AvSak vliv delSiho vystaveni bunék
denaturacnim podminkam muze zplsobit, ze se uzaviena cirkularni DNA dostane do
nevratného denaturac¢niho stadia. Proto je nutné, aby alkalicka lyza probéhla pouze po

nezbytné dlouhou dobu, nutnou pro rozruseni bunécné membrany [7].

V piipad¢ izolace plasmidové DNA je pied samotnou extrakci pouzito alkalické
lyzy pomoci NaOH v pfitomnosti detergentu (SDS), dojde k naruseni bunécné stény,
DNA se uvolni do roztoku a stavéa se denaturovanou. Chromozomalni DNA je pfi lyze
fragmentovana na linearni molekuly, zatimco plasmidovda DNA, kterd ma podstatné
menSi velikost, si zachova kruznicovitou formu. V roztoku je pH okolo 12. To vede
k uvoliovani vodikovych vazeb mezi feté¢zci DNA a vznikaji jednovlaknové molekuly.
K neutralizaci se pouziva octan sodny. Plasmidova DNA renaturuje a vraci se do

puvodni dvouvlaknové formy, zatimco linearni molekuly chromozomalni DNA nejsou
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schopny tak rychle renaturovat, a proto agreguji s jinymi slozkami lyzatu. Tyto

srazeniny se odstrani z roztoku centrifugaci [8].

Pro zvySeni C(istoty ziskané DNA (pfedevSim eliminaci molekul RNA)
se vyuziva enzymu proteinazy K nebo RNAazy. Dochazi ke Sté€peni bilkovin, vCetné

histont vazanych na strukturu DNA, aniz by molekula DNA byla poskozena [6].

V nasledujicich podkapitolach jsou uvedeny tifi nejCastéjsi zpusoby izolace
DNA. Patii mezi né fenol-chlorofomova extrakce, adsorpce na silikatovy gel a vyuziti
magnetickych nosict.

1.1.1. Fenol-chloroformova extrakce

Fenol-chloroformova extrakce je tradi¢ni separa¢ni metoda. Jeji princip popsal v roce
1956 biochemik Kirby [2], vyuzil deproteiniza¢ni uc¢inky fenolu k extrakci nukleové
kyseliny z homogenizované sav¢i tkané [2]. Béhem tohoto procesu je bunécny lyzat
promichan se smési fenolu a chloroformu. Fenol je organické rozpoustédlo pouzivané
k oddéleni proteini od NK. Proteiny jsou hydrofobni a zistavaji v organické fazi,
zatimco NK jsou vysoce nabité a prechazeji do vodné faze. Chloroform denaturuje
proteiny, rozpousti tuky a napomahd oddé€leni jednotlivych fazi ziskanych
v nasledujicim kroku. Centrifugaci je oddé€lena spodni organicka faze, tvofena fenolem.
Denaturované proteiny a zbytky bunék tvofi prstenec uprostied mezi fazemi. Horni
vodna faze pak obsahuje pouze rozpusténou DNA. DNA je nasledné¢ vysrazena
etanolem, popfipade isopropanolem. Precipitat je shromazdén centrifugaci a ziskany

pelet je mozné rozpustit ve vodé nebo ve vhodném pufru [5].

Z hlediska vytéznosti DNA poskytuje tato metoda pomémé dobré vysledky.
Oproti komer¢né vyrabénym kitim je fenol-chloroformova extrakce ekonomicky

dostupnéjsi, avSak Casoveé narocnéjsi [6].
1.1.2. Adsorpce na silikat

Tato metoda je zaloZzena na procesu vazby, promyti a nasledného uvolnéni DNA.
Je vyuzivano toho, ze DNA v pfitomnosti tzv. chaotropnich soli adheruje na silikatovy
povrch. K roztoku, obsahujicimu zlyzovany bunécny obsah, se piidava chaotropni stl
a suspenze silikatovych ¢astic. DNA vlivem tfepani snadnéji ulpiva na silikatovych
Casticich, zatimco ostatni slouCeniny zistavaji v roztoku, odkud je lze odstfedénim
odstranit. Poté je odsan roztok nad cCasticemi a proplachnut novou davkou pufr
obsahujici chaotropni soli. Po opétovném odstiedéni a odsati roztoku zustava
na ¢asticich adherovana cista DNA. Tu lze pak z povrchu castic snadno uvolnit
pfidanim vody nebo vhodného pufru, ktery neobsahuje chaotropni soli. Po odstfedéni

zustanou na dné jen samotné Castice, nad nimi je Cisty roztok DNA [9]. Na zakladé této
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metody jsou vyrabény komeréni soupravy, tzv. kity, které slouzi pro rutinni extrakce
DNA [8].

1.1.3. Magnetické nosice

Izolace DNA pomoci magnetickych nosi¢i se v poslednich letech stava velmi
roz§ifenou metodou. Magnetické Castice jsou tvofeny magnetickym jadrem zajistujici
magnetické vlastnosti Castice a nemagnetickou polymerni matrici. Na tuto matrici je
imobilizovana biokompatibilni, biologicky aktivni latka, kterd slouzi pro navazani
molekul DNA [10].

Principem této metody je smichani vzorku obsahujici molekuly DNA
S upravenymi magnetickymi nanocasticemi, nejcasteji funkcionalizované
karboxylovymi skupinami. Po navazani molekul DNA na magnetické Castice je mozné
za pomoci magnetického separatoru oddélit magneticky komplex od zbytku vzorku.
Nasleduje promyti a uvolnéni DNA do vhodného pufru [11].

1.2. Gelova elektroforéza

Jedna se o separacni analytickou metodu, kterd spociva v rozdéleni molekul ze smési
podle jejich molekulové hmotnosti uCinkem stejnosmérného elektrického proudu [12].
Tato technika je vyuzivana pro ovéfeni provedené izolace.

Molekuly DNA jsou nosi¢i zaporného naboje, proto migruji v elektrickém poli
smérem k anod€. Elektroforéza se provadi na vhodném nosi€i, kterym byva nejcastéji
agarovy nebo polyakrylamidovy gel. Tento gel je tvofen slozitou polymerni siti
avytvari tak trojrozmérné sito, kterym musi molekuly DNA migrovat ke kladné
elektrode. Koncentrace gelu, tudiz velikost port, se voli podle predpokladané velikosti
fragment DNA, které maji byt separovany. Velké fragmenty tak putuji pomaleji, malé
Casti naopak rychleji. Pribéh elektroforézy je také ovlivnén pouzitym napétim [13].
Postup elektroforézy je zobrazen na Obrazek 1.

w Smés fragmentu
‘«T/DNA o rizné velikosti
'}

=] |

@
= = = = =  =||dloune
- —_ = — = — || fragmenty
Zdroj - l l — | = ol
o ' - ==
Sklenéné —-— = -
) desky
\Eo Anoda (+]
(a) (b) (c)

Obrazek 1: Gelova elektroforéza [10]
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Elektroforéza probiha v elektroforetické vané vyplnéné ptislusnym pufrem. Tento pufr
neutralizuje ionty H" a OH’, které vznikaji hydrolyzou vody na elektrodach, tim udrzuje

optimalni pH reakce, kromé toho také vede elektricky proud [6].

Jednotlivé vzorky DNA se nanas$i do piipravenych jamek v gelu spolu
s tzv. vkladacim pufrem, ktery zajiStuje zatizeni DNA pro jeji pokles do jamky,
a zaroven migraci DNA. Soucasné je ptfidano také barvivo, diky kterému je mozné
zaznamenat fluorescenci separovanych tusekii DNA po probéhnuti elektroforézy. Aby
bylo mozné odhadnout velikost pozorovanych DNA fragmentd, vyuziva se
tzv. velikostniho markeru. Marker molekulové hmotnosti obsahuje fragmenty DNA
o definované velikosti (napi. 50 bp, 100 bp, 150 bp, 200 bp), nanasi se do jedné z jamek

a slouzi k porovnani velikosti separovanych fragmenta DNA [13].

Vysledek elektroforického déleni lze pozorovat na agarovém gelu pomoci
transluminatoru. Vizualizace DNA se provadi na zaklade specifické vazby DNA s barvivem
ethidium bromidem, ktery se pfidava do pufru nebo piimo do gelu. Tento komplex pfi
ozafeni UV =zafenim emituje fotony, které jsou nasledné detekovany a dochazi
ke zviditelnéni DNA [13].

1.3. Stanoveni koncentrace a Cistoty DNA

Pii analyze DNA je stanoveni koncentrace a Cistoty jeji nedilnou soucasti. Znalost
koncentrace DNA je podminkou pro uspésné provedeni fady molekularné-biologickych
metod, at’ uz se jednd o transformaci DNA, transfekci, enzymové reakce s DNA,
mapovani apod. Je-li koncentrace znecisténi vyssi nez stanovena mez, je nutné DNA od
nezadoucich kontaminaci ocistit napiiklad ethanolovou precipitaci. Koncentraci
a Cistotu DNA lze méfit spektroskopicky nebo fluorometricky.

1.3.1. Spektroskopické stanoveni koncentrace a ¢istoty DNA

Nukleové kyseliny absorbuji UV zafeni s maximem absorbance na vinovych délkach
okolo 260 nm, oproti tomu maximum absorbance proteinu se nachazi v oblasti 280 nm.
Zateni je pohlcovano pyrimidovymi a purinovymi bazemi DNA. Dochazi k excitaci
jejich chemickych vazeb, a to ma za nasledek postupnou degradaci DNA [14].
Pro spektralni  urCeni  koncentrace se  vyuzivd Lambert-Beerova zékona

pro monochromatické svétlo (Rovnice 1).
A= c-e-1 1)

e cje koncentrace DNA
e ¢£je molarni extinéni (absorp¢ni) koeficient

o [jetloustka kyvety
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Zpusoby vypoctu koncentrace nukleovych kyselin ve vzorku na zakladé
absorbance vzorku pfi 260 nm se lisi podle konformace molekuly DNA (jednovlaknova

- ss = angl. single-stranded, dvojvlaknova — ds = angl. double-stranded).
Pti stanoveni koncentrace DNA plati nasledujici vztahy:

dsDNA: C = Ay/0.02 [ug/ml] 2)
SSDNA: C = Ay/0.027 [ug/ml] 3)

Spektrofotometrické stanoveni koncentrace je povazovano za pomérné presné
a z poméru absorbanci pii raznych vinovych délkach lze urcit Cistotu DNA [15].
Pro Cistou DNA plati tyto hodnoty:

Azgo/Asen = 0,550
A30/Azen = 0,455
Ase/ Agy = 1,80 az 1,85
Aseol Azo = 2,20

Je-li DNA kontaminovana proteiny, jsou vypoctené pomery absorbanci vyrazné
niz§i a koncentraci DNA nelze pfesné stanovit. Stupefi zneCiSténi je také mozné
vyhodnotit z kiivky ziskané proméfenim absorbance vzorku v rozsahu vinovych délek
230 — 300 nm [15].

Systém Nanodrop

Jedna se o kompaktni spektrofotometricky pfistroj, ktery pracuje se vzorky
o objemu 1 pl a nevyuziva kyvety ani kapilary. Principem je vyuziti optickych vlaken
a povrchového napéti. Vzorek vzlind mezi dvéma rameny pfistroje. Umoziuje méfit

ve velmi vysokém rozpéti koncentrace DNA (2 ng/pul — 3700 ng/ul ).

1.3.2. Fluorescencni stanoveni koncentrace DNA

Stanoveni koncentrace DNA fluorescencni metodou se pouziva u vzorkd s nizkou
koncentraci nukleové kyseliny a u znecisténych vzork(. Tento zpisob méfeni
nukleovych kyselin je zalozen na jejich obarveni fluorescencnim barvivem. Toto
barvivo interaguje s bazemi dvoufetézové DNA a po ozafeni UV svétlem silné
fluoreskuje. Nejcastéji jsou pouzivana barviva Hoechst 33258 nebo ethidium bromid.
Zmeétena intenzita fluorescence poté odpovida mnozstvi navazaného fluorescencniho

barviva, které koreluje s mnozstvim molekul na které je barvivo navazano [15].
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1.4. Escherichia coli

Pro fadu molekularné biologickych technik je nutné pouziti hostitelskych bunéénych
kultur. V této praci byla jako modelovy organismus pro amplifikaci plasmidové DNA

zvolena bakterie Escherichia coli, kmen DH5a.

Bakterie Escherichia coli (Obrazek 2) patii mezi nejprostudovanéjsi modelové
organismy.[13] Escherichia coli byla objevena roku 1885 némecko-rakouskym
pediatrem a bakteriologem Theodorem Escherichem [16]. Tato bakterie patii do Celedi
Enterobacteriaceae. E.coli je gramnegativni fakultativné anaerobni tyCinkovita
bakterie. Netvoii spory a k pohybu ji slouzi bicik. U ¢lovéka a teplokrevnych zivocichu
se pfirozené vyskytuje ve stievni mikroflofe [17]. E.coli obsahuje cirkularni
chromozom o velikosti cca 3x10° parQi bazi. Jedna se o modelovy systém, ktery je
schopen rychlého ristu a mnozeni se na chemickém podkladu. V médiu, které je bohaté
na ziviny (uhlik, dusik, esencialni latky, aminokyseliny a vitaminy) pit 37 °C
za intenzivniho tfepani ma v exponencialni fazi ristu generac¢ni dobu asi 20 minut.
Béhem stacionarni fazi je mozné ziskat pii kultivaci az 1-2x10°. bun&k na mililitr
tekutého media [18]. Snadna, kratka kultivace a dobfe znamé fyziologické a genetické
vlastnosti ¢ini z E. coli idealnim modelovym systémem, ve kterém je mozné vytvaret,

mnozit a zkoumat rekombinantni DNA [18].

Obrazek 2: Escherichia coli [30]

Pro ucely tvorby rekombinantni DNA byly pfipraveny mutantni kmeny E.coli,
které maji nefunkéni geny pro restrikéni endonukledzy. Takové kmeny nenici
rekombinantni DNA, ktera je v nich naopak vysoce stabilni. Kromé toho maji také
inaktivovany gen recA, ktery zabezpeCuje homologni rekombinaci, diky tomu
nedochazi k poruseni integrity klonované DNA [18].
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Pfi vybéru vhodného kmene je rozhodujici ucel, ke kterému ma byt hostitel
urCen, hlavné to, jestli ma byt pouzit jen k namnozeni DNA nebo i k expresi
klonovaného genu. V soucasné dobé je na trhu Siroké spektrum kmend s raznymi
vlastnostmi [18]. Vycet nékolika kmenu je uveden dale v této praci.

DH5a

Kmen DHS5a patfi mezi nejbéznéji pouzivané bakterialni kmeny E. coli. Byl
odvozen z kmenu DH1 Hanahanem jako kmen obsahujici vétsi mnozstvi mutaci. Diky
témto mutacim je tento kmen transformovan s vysokou ucinnosti. V genomu jsou
pritomny mutace, které ¢inni kmen DHSa vhodnym piijemcem rekombinantni DNA.
Buriky DH5o obsahuji gen inaktivujici vnitrobunéénou endonukleazu, jez zodpovida
za degradaci plasmidové DNA pfi jeji izolaci, a gen eliminujici homologni rekombinaci
DNA, ¢imz dochazi ke snizené tvorbé deleci 1 niz§Simu podilu multimernich
plasmidovych molekul. Pravé kvuli témto vlastnostem je kmen DH5a Casto pouzivan
pro amplifikaci plasmidové DNA [19, 20].

Kmen DHS5a patii mezi hostitelské kmeny, které maji stabiln€ nejvétsi vytézky
kvalitni plasmidové DNA pro jeji dalsi pouziti. Plasmidova DNA izolovana z toho
kmene neni nachylnd na degradaci pii fenol-chloroformové extrakci, proto je kmen

DHS5a vhodnym typem bunék pro ziskavani plasmidové DNA [21].

K-12

VétsSina kmend vyuzivanych pro tvorbu rekombinantni DNA pochazi z kmene
E.coli K-12. Tento kmen byl poprvé izolovan roku 1922 na univerzité ve Stanfordu.
Jedna se o Siroce vyuzivany modelovy organismus ve farmaceutickém pramyslu,
napiiklad pro produkci kyseliny L-asparagové, insulinu ¢i somatostatinu, pfi vyzkumu
konjugace bakterii nebo metabolismu dusiku v bakteriich.

DNA E. coli K-12 ma délku asi 4,6 Mbp a koduje zhruba 4400 proteint. Tento
kmen byl vyuzit napt. pfi studiu metabolismu dusiku u bakterii, pfi vyzkumu konjugace
bakterii a také pifi biosyntéze nékterych aminokyselin. Obsahuje velké mnozstvi

plasmidd, coz umoziuje Siroké vyuziti v genovém inzenyrstvi [20].
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1.5. Plasmidova DNA

V této kapitole je pojednano o plasmidové DNA a jednotlivych plasmidech, které byly
izolovany v praktické Casti této prace.

Plasmid je mala kruhova extrachromozomalni molekula DNA, ktera je schopna
vlastni replikace. Plasmidy se vyskytuji v cytoplasmé prokaryotickych organismi —
bakterii a archebakterii, a také u nékterych eukaryot. Plasmidy tvoii az 5 % prokaryotni
DNA, vyskytuji se v buiice ¢asto v nékolika kopiich [18].

Chemickou stavbou se plasmidova DNA neli§i od chromosomalni. Je tvofena
fosfatovym zbytkem kyseliny fosforecné, deoxyribozy a dusikaté baze. Velikosti
dosahuje plasmidova DNA od tisice az po stovky tisic para bazi [18].

Plasmidy nesou pfedevSim geny rezistence vaci antibiotikim, mutagentim,
tézZkym kovum, bakteriofagim nebo geny pro produkci restrikénich enzymd, toxind,

geny virulence a geny umoziujici transfer DNA mezi bakteriemi [13].

Ve vyzkumu jsou plasmidy vyuzivany zejména pro jejich schopnost nezavislé
replikace. Lze je vyuzit jako vektor genetické informace, tedy prostiedek pro pienos
genetické informace do hostitelské bunky. NejcCastéji jsou to vektory rekombinantni DNA.
Cilovy organismus se plasmidem transformuje ¢i transfekuje, ¢imz se dana sekvence
rekombinatni DNA pienese do jadra hostitelské burniky, kde muaze dojit k expresi genu
plasmidu ¢i jejich zaclenéni do genomu hostitele. Pfirozené se vyskytujici plasmidy
pochazejici z prokaryotickych organismu jsou upravovany tak, aby kromé vlastniho
vlozeného genu obsahovaly 1 dalsi regulacni elementy rekombinantni DNA, které mohou
napfiklad spoustét ¢i zvySovat expresi daného genu [18].
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Obrazek 3: Schéma klonovaciho vektoru [14]
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Klonovaci vektory DNA (Obrazek 3) slouzici pro transfekci do eukaryotickych
bunék obsahuji tfi zakladni oblasti: pocatek replikace (ori) zajistujici replikaci plasmidu
nezavislou na replikaci bakterialniho chromosomu, gen kodujici rezistenci na nékteré
antibiotikum a klonovaci misto (MCS - multiple cloning site), které obsahuje nékolik
cilovych mist restrikénich enzyma, které se nevyskytuji nikde jinde v sekvenci vektoru.
Tato expresni oblast muze také obsahovat napf. sekvenci pro ruzné afinitni znacky

¢i kotvy usnadiujici naslednou detekci ¢i purifikaci exprimovaného r-proteinu [15].

Komercné jsou dostupné plasmidy nesouci gen Amp pro B-laktamazu, ktery
inaktivuje hydrolytickym uc¢inkem antibiotikum Ampicilin. Zaroveil maji jenom jedno
klonovaci misto, ve kterém je mozné plasmid rozstépit restrikéni endonukleazou
avlozit fragment DNA, ktery je urCen pro klonovani. Po vyseti transformovanych
bunék na medium porostou pouze ty, které obsahuji plasmid s genem rezistence [13].
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1.5.1. Channelrhodopsin-2

Jedna se o protein z rodiny rhodopsinid, ktery je zodpovédny za vnimani svétla
v rohovce. Je to svétlem aktivovany transmembranovy protein ze skupiny receptord
sprazenych s G proteinem. Rodopsin je slozeny z proteinové slozky opsinu a karotenové
slozky retinalu. Retinal je schopny cis-trans izomerie. Cis konfigurace retinalu je pevné
vazana na lysinovy zbytek opsinového proteinu a predstavuje klidovy stav. Retinal je
vSak schopen prudce reagovat na dopadajici fotony svétla. Kdyz dojde k absorpci svétla
cis-retinalem, zméni se na all-trans izomer a uvolni se do cytoplasmy. Zménou
konformace rodopsinu se aktivuje G protein transducin. Ten aktivuje cGMP
fosfodiesterazu, ktera rozklada c¢cGMP na otevieny GMP. Vysledkem je,
ze v ptitomnosti channelrhodopsinu-2 v butice jsme schopni jej s navazanou YFP

sondou po ozafeni UV pfi vinové délce 560 nm detekovat [22].

Je to protein, ktery je snadno exprimovan zvlasté u excitabilnich bunék
za pouziti virologické transfekce Ci elektroporace. Mapa plasmidového vektoru je

zobrazena na Obrazek 4.
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Obrazek 4: Schéma plasmidu Channelrhodopsin-2
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1.5.2. ASAP1

Tento plasmid celym nazvem Accelerated Sensor of Action Potentials (Obrazek 5) je
uméle pripraveny senzor akcnich potencial u savéich bunek. Plasmid obsahuje zeleny
fluorescencni protein, ktery reaguje na membranovy potencial. Plasmid ASAPI je
schopen detekovat jednotlivé akéni potencialy buiky a jejich zmény az do frekvence
200Hz. Diky kombinaci jasu, dynamického rozsahu a rychlosti detekce umoziiuje
kontinualni monitorovani membranového potencialu v neuronech pomoci standardniho

epifluorescencniho mikroskopu [23]. Jeho emisni vinova délka se nachazi okolo 540
nm.
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Obrazek 5: Plasmidovy vektor ASAP1
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1.5.3. Kir2.1

Zkratka K 2.1 znadi druh draslikového kanalu. Jedna se o vnitiné usmérnény iontove
selektivni draslikovy kanal nachazejici se v membrané bunék. Tento kanal usnadiiuje
pruchod kladné nabitych cCastic dovnitf buriky a napomaha stabilizovat klidovy
membranovy potencial bunky. Ki 2.1 (Obrazek 6) obsahuje dva transmembranové

segmenty M1 a M2 regulujici fyziologické procesy buriky [24].

Tyto draslikové kanaly se nachazi v riznych typech bunék, vCetné makrofagu,
srdecnich a ledvinovych butikach. Obsahuji je také leukocyty, neurony a endotelialni
bunky [24]. Vlivem mutace genu kddujiciho Kir 2.1 mize dochazet k nespravné srdecni
funkci a to syndromu zkraceného QT intervalu, ¢i vzniku Andersen-Tawil syndromu
[25].

Aby bylo mozné detekovat plasmid Ki 2.1 obsahuje fluorescencni protein

mCherry, ktery ma maximum excitac¢ni vinové délky pii 587 nm.
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Obrazek 6: Sché¢ma plasmidu K;; 2.1
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1.6. Transfekce bunék

Transfekce je molekularné-biologicka metoda umoziujici zaclenéni cizorodé nukleové
kyseliny do eukaryotické bunky. NejCastéji jsou pro transfekci vyuzivany nukleové
kyseliny plasmida. Pomoci transfekce tak vznikaji geneticky modifikované burky.
Nejcastéji je transfekce vyuzivana pro studium funkce genti a genovych produkti
pomoci stimulace nebo inhibice exprese uritych genu. Transfekci Ize provadét in vitro
— v laboratornich podminkach nebo in vivo — prenos nukleové kyseliny v zivém

organismu. Z ¢asového hlediska rozliSujeme také transfekci stabilni a pfechodnou [26].

1.6.1. Déleni transfekce
Stabilni transfekce

Pti stabilni transfekci dochazi k zacClenéni zajmového genu do genomu
hostitelské bunky ajeho nasledné exprese jakozto sjednoceného genomu. Pii této

integraci genu dochazi k pretrvavajici expresi genu 1 po déleni bunék [26].
Transientni transfekce

Béhem transientni transfekce nedochazi k zaclenéni cizorodé nukleové kyseliny
do hostitelské buiky. K expresi cilové DNA dochazi hned po jejim proniknuti do jadra,
rychle nasleduje isyntéza rekombinantniho proteinu. Tento protein je tak mozné
detekovat uz po par hodinach od transfekce. Pro transientni transfekci mohou byt
vyuzivany transfekéni agens jako fosforecnan vapenaty nebo PEI (polyethylenimin)
[26].

Srovnani obou transfekci je ukazano na Obrazek 7. Béhem stabilni transfekce
(Obrazek 7A) je cizoroda DNA (Cervené znacena) dorucena do jadra pruchodem pres
bunéénou membranu a jadernou membranu. Zaclenéni DNA do jaderného genomu
(Cerna). V cytosolu dochazi k expresi proteinu, cizi DNA se dostava do jadra, nezacleni
se ale do genomu buriky. Cizoroda mRNA (modra) muze byt pfenesena do cytosolu.

Nasleduje exprese NK a tvorba proteinu (Sestiuhelniky).
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A. Stable transfection B. Transient transfection
DNA

Transfection

>

AMAAW | | [
i @ | | D \
D |

\'\ Integration ol / \ #*
/ AN/ \
h;u—c—l = Expression /

Cell “Cell

Obrazek 7: Diagram transfekci. Stabilni (A); Transientni (B) [24]

1.6.2. Transfek¢ni metody

Transfekci bunék lze provadét riznymi metodami. Metodu volime podle typu bunécné
linie, ucelu transfekce a jeji uc€innosti. Transfekéni metody lze rozdélit na biologické,
chemické a fyzikalni [27].

Virologické metody

Biologické metody transfekce 1ze také oznacit jako viralni metody. Pro pfenos
cizorodé DNA do eukaryotické bunky vyuzivaji viry. Pfi mnozeni viri dochazi
k pfenosu jejich genetického materidlu pres plasmatickou membranu buiky a jejich
vlastni expresi. Jsou pouzity tzv. virové vektory, které jsou pfipravené rekombinaci
pfijmout cizorodou DNA. Pro biologickou transfekci jsou vyuzivany adenoviry

a retroviry [27].

Chemické metody

Pti chemickém pienosu cizorodé DNA je nutné piekonat zaporny naboj lipofilni
membrany. Principem je, Ze se nejdiive vytvori komplex prenaSené DNA a transfekcni
latky, ktery endocytéozou prechazi do cytoplazmy buriky. V buice se pusobenim
endozomu a lysozomu zaCne srazenina rozkladat a prenasena DNA piejde do jadra
buriky. Pak se mize zacit exprimovat. Jako transfekcni reagenty je pouzivan naptiklad

fosforecnan vapenaty, PEI (polyethylenimin) nebo lipidy s kladnym nabojem [26].

Fyzikalni metody

Kromé chemického ¢i virového prenosu 1ze DNA vpravit do bunky také pomoci
pusobeni fyzikalnich sil. Jelikoz je diky fyzikalnimu pfenosu CasteCné vyteseny
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problém praniku DNA pres lipofilni biomembranu, jsou tyto metody pomémé uspesné.
Ptenos nukleové kyseliny je mozné uskuteCnit elektroporaci, mikroinjekéni metodou,
s pomoci zafizeni gene gun, ¢i diky ultrazvuku nebo s pouzitim magnetickych castic
[26].

1.7. Bunécna linie HEK293

Bunécna linie HEK293 jsou lidské embryonalni buiiky ledvinového epitelu, které byly
poprvé pripraveny roku 1970 v laboratofi Alexe Van der Eba v Holandsku a poté
upraveny transformaci virovou DNA adenoviru 5 Frankem Grahamem roku 1977 [28].
Oznaceni linie Cislem 293 poukazuje na 293. transformacni pokus, ze kterého znama
linie vzeSla. Transformace byla provedena precipitaci DNA v prostfedi chloridu

vapenatého [28].

Embryonalni ledvinové kultury mohou obsahovat malé mnozstvi téméf vSech
typu bunék lidského téla. Bunécna linie HEK293 a nékolik dalsich lidskych bunécnych
linii, které jsou generované transformaci adenovirem lidskych embryonalnich

ledvinnych bunék, maji mnoho vlastnosti nezralych neurona [29].

Bunécna linie HEK293 (Obrazek 8) jsou velmi snadno kultivovatelné, dobte
arychle se mnozi a jsou rovnéz pomémé jednoduse transfekovatelné. Casto byvaji
pouzivany v pokusech, kdy chovani buiikky samotné neni predmétem zajmu. Takovym
vyuzitim HEK293 mohou byt napfiklad studie ucinkd 1ékt na sodikové kanaly,
testovani indukovatelného systému RNA interference, testovani izoforem selektivni

protein kinazy C, €1 vyzkum interakce mezi dvéma proteiny [29].
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Obrazek 8: Bunécna linie HEK293, konfokalni mikroskop Leica TCS SP8 X, zvétSeni
objektivu 10x
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2. Experimentalni ¢ast

V této cCasti bakalarské prace jsou uvedeny pouzité chemikalie, latky
a pristrojové vybaveni pro provedeni prace. Kapitola obsahuje jednotlivé postupy, podle
kterych byla provedena izolace plasmidové DNA a jeji transfekce do bunécné linie
HEK?293.

2.1. Material a metody

Pouzité materialy a pristroje

Tabulka 1: Pouzité chemikalie

Chemikalie Vyrobce

NaAc (Mr=136,08) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
KOAc (Mr =98,14) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
CaCl2.2H20 (Mr = 147,05 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
MgCI2.6H20 (Mr = 203,3) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
glycerol Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
MnCI2*#4H20 (Mr = 197,91) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Tryptone Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Yeast extract Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
NaCl Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
KCl Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Acetic acid — glacial Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
SDS Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
NaOH Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

RNAasa - Invitrogen

Life technologies, New York, USA

Isopropylalkohol Penta s. r. 0., Praha, Ceska republika
Tris-Cl pH 8.0 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
EDTA (Mr =292,24) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Tris base (Mr = 121,14) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
D-(+)-Glucose (Mr = 180,16) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
MgCl2 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
C¢H5sOH (fenol) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
CHCI; (chloroform) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
8-hydroxyquinoline [Cend = 0,05 %] Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
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Chemikalie Vyrobce

CsH,,0 (isoamyl alcohol) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Agar Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Gel loading buffer Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Gel Red Labmark, Praha, Ceska republika

Tabulka 2: Pristrojové vybaveni

Pristroj Vyrobce (dodavatel)
Centrifuga EBA 20 Hettich

Centrifuga HERMLE Biotech

Stolni tfepacka mala (vortex) IKA

Stolni tfepacka MS3 digital IKA

Sucha tepelna lazen CHI100 Biosan

Spektroskop Paradigm™ Beckman Coulter
Fluorescencni inverzni mikroskop IX71 Olympus

Konfokalni mikroskop Leica TCS SP8 MIKRO, spol. s.r. o.
CO, inkubator N-Biotek
Elektroforeticka vana B1A OWL Separation Systém
Elektroforeticky zdroj M7-300V Major Science

2.2. Amplifikace a izolace DNA

Pro amplifikaci byla pouzita bakterialni kultura E.coli, kmen DHS5a, ve které byly
pomnozeny plasmidy Channelrhodopsin-2, ASAP1 a Kj; 2.1 ur€ené k izolaci a nasledné

transfekci.

Cely pracovni proces amplifikace a izolace DNA je rozdélen do tfi hlavnich
kroku:
1) Pfiprava kompetentnich bunek
2) Transformace bunek
3) Izolace plasmidové DNA.

Priprava kompetentnich bunék

Pro amplifikaci plasmidi je nutné vpravit tyto plasmidy do bakterii, které jsou
schopny plasmidovou DNA piijmout (jedna se o kompetentni buiiky). Pro amplifikaci
byla zvolena bakterie Escherichia Coli, kmen DHS5a.
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Pti pfipravé kompetentnich bunek bylo 16 hodin kultivovano 250 ml SOB media
s 1 ml nekompetentnich bun¢k pii teplot¢ 37 °C. Naslednou centrifugaci, pfi 5000
otackach po dobu 10 minut, byl ziskan pelet. Ten byl resuspendovan 80 ml pufru
CCMB&0, a chlazen 20 minut na ledu. Znovu byla provedena centrifugace a ziskany
pelet byl rozpustén 10 ml CCMBS80. Poté bylo smichano 50 pl resuspendovanych bunék
s 200 pl SOC media a na tomto vzorku byla provedena kontrola optické hustoty jiz

kompetentnich bunék pfistrojem Spektroskop — Beckman coulter Paradigm.

Transformace

Pro vpraveni molekul DNA do kompetentnich bakteridlnich buné€k, je nutné
nejprve destabilizovat cytoplazmatickou membranu a nasledné je k naruSenym
bakteriim pfidat zvolenou kruhovou DNA. K naruSeni nejCastéji dochazi tepelnym
Sokem [8]. V pripadé uspésné transformace dojde poté k expresi plasmidové DNA,

kterou je mozné izolovat.

Pfi procesu transformace byly pfidany pozadované plasmidy k buinkam. Tyto
bunécné kultury byly chlazeny pti po dobu 10 - 20 minut. Nasledoval teplotni Sok pfi
42°C, pti kterém doslo k destabilizaci cytoplazmatické membrany, a plasmidy se mohly
zaclenit do bunek. Poté byl pfidan 1 ml SOC media a nasledovala 20 - 60 minutova
inkubace na tfepaCce. Takto pfipravené builky byly naneseny na agarové plotny

s ampicilinem a nechany kultivovat pfes noc pii 32-37 °C.

Izolace plasmidové DNA

V této praci byly plasmidy Channelrhodopsin-2, ASAP1 a K; 2.1 izolovany

fenol-chloroformovou metodou.

Transformované buiky byly sejmuty z agarovych ploten a ptes noc kultivovany
pti 37°C v tekutém LB mediu s pfidanym ampicilinem 150 pg/ml média. Naslednou
centrifugaci (4000 otacek, 5 minut) byl ziskan pelet, ktery byl vortexovanim rozpustén
v 4ml GET roztoku. Poté byl pridan detergent alkalicky SDS (dodecylsulfat sodny).
Tim doslo k alkalické lyze bunééné membrany. Pro vyrovnani pH byl roztok protiepan
s pfidanymi 6 ml KAc roztoku. Po 10 minutach inkubace pfi -18 °C byl roztok 10 minut
centrifugovan na maximalni otaCky. Centrifugaci bylo dosazeno oddéleni vodného
roztoku obsahujiciho DNA a vznik srazenin bilkovin a zbytkd bunék. Vodny roztok byl
pro vysrazeni proteinii rozfedén 16 ml isopropanolu. A inkubovan 15 - 30 minut pfi
pokojové teploté. Naslednou centrifugaci byl ziskan pelet, ktery byl resuspendovan
v 800 wl TE pufru. Pro odstranéni molekul RNA bylo pfidano 1,3-10 ul RNasy A.
Aby nebyla RNAaza rozlozena nespecifickymi proteindzami byl roztok piedem

zahiivan 20 minut na 65°C.
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K odstranéni zbytkih RNA, proteini a jinych neCistot byla pouzita fenol-
chloroformova extrakce. Protoze isoamylalkohol zvySuje rozpustnost fenolu
v chloroformu, 1ze pouzit smés fenol:chloroform:isoamylalkohol. Tato smés se pouziva
proto, ze tak lze po extrakci ziskat vodnou fazi s malou kontaminaci fenolem, ktery
vykazuje nevhodné vlastnosti pro dalsi zpracovani DNA, jako jsou jeho inhibi¢ni
ucinky.

K roztoku bylo pfidano 300 pl fenol:chloroform:isoamyl alkoholu, 200 ul 1 M
Tris (base) a 100 ul 3 M NaAc. Tato smés byla dukladné protfepana na vortexu, aby
doslo ke spojeni vSech slozek. Po centrifugaci (3 minuty, 15000 otacek) doslo
k rozdéleni roztoku do 3 fazi: vodna faze obsahujici DNA, bily prstenec s proteiny
a spodni fenolova faze. Aby bylo zajisténo dokonalé odstranéni proteint z roztoku, byl

znovu s vodnou fazi opakovan postup extrakce.

Pro zbaveni roztoku zbytkll fenolu byla 2-4x opakovana extrakce s 500l

chloroform-isoamylalkoholem.

Po zavéreCném vysrazeni 1000 pl isopropanolu po dobu 30 minut a centrifugaci
pfi 18000 otackach (10 minut) byl ziskan pozadovany pelet obsahujici kruhovou a

linearni formu DNA. Pro uchovani byl tento pelet rozpustén v TE pufru.

2.3. Kontrola DNA gelovou elektroforézou

Pro zakladni ovéfeni tispé$né izolace slouzi metoda gelové elektroforézy.

Nejprve je nutné pripravit agarovy gel sjamkami, do kterych je roztok
obsahujici DNA napipetovan. Agarosa je rozmichana v TAE pufru a je pfidano 2 pl
ethidium bromid zajistujici fluorescenci DNA. Takto pfipraveny roztok je nasledné
pfiveden k varu. Po mirném zchlazeni je rovnomémeé rozlit do pfipravené formy

s hfebinkem, ktery utvoti jamky v gelu.

Jakmile je gel dostateCné ztuhly, je umistén do elektroforetické vany obsahujici
tentyz puft, ze kterého byl pfipraven agarovy gel. Jednotlivé vzorky plasmidové DNA o
objemu 2 upl jsou resuspendovany s6 ul vkladaciho pufru anapipetovany do
pfipravenych jamek. Na svorky elektroforetické vany je pfivedeno napéti okolo 80 V,
¢imz v daném pufru vznikne elektrické pole a DNA za¢ne postupné migrovat smérem
k anod€. Po 20ti minutach je agarovy gel vizualizovan pomoci transluminatoru. Totéz
se znovu opakuje po dalSich 30ti minutach pusobeni elektrického pole. Nasledné je

mozné pozorovat separované jednotlivé fragmenty DNA.
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2.4. Transfekce

Izolované plasmidy jsou v poslednim kroku prace transfekovany do bunécné linie
HEK293, kde by mélo dojit k jejich expresi. Pro zpusob transfekce byla zvolena

chemicka metoda pomoci transfek¢éniho reagentu PEL

Pro provedeni transfekce na konfokalnich miskach jsou ve zkumavkach
jednotlivé vzorky plasmidové DNA v mnozstvi 1,57 pg resuspendovany ve 110 pl 150
mM NaCl. Poté je pifidano 8 pl transfekéniho reagentu PEI a roztok je 10 minut
inkubovan pii pokojové teploté. Do konfokalnich misek obsahujicich butiky piipravené
k transfekci jsou jednotlivé vzorky pfidany spoleéné s 2 ml kultivaéniho média. Toto

médium je vhodné po 24 hodinach znovu vymeénit.

Mnozstvi plasmidové DNA je mozné v zavislosti na jeji koncentraci navysit.
V této praci bylo pouzito 2,5 ul plasmidové DNA CHR2, 6,5 ul plasmidové DNA Kj,
2.1 a5 ul plasmidové DNA ASAPI1.
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3. Vysledky a diskuze

V této Casti bakalarské prace jsou shrnuty vysledky izolace plasmidové DNA, konkrétné
plasmida Channelrhodopsin-2 (CHR2), ASAP1 a K;; 2.1. Pfi izolaci byly pouzity diive
popsané optimalizované protokoly a metody (viz kapitoly 2.2 - 2.4).

V ramci experimentalni prace bylo provedeno celkem 22 izolaci. Dosazené

vysledky jsou uvedeny v Tabulka 3.

Tabulka 3: Usp&snost izolace plasmida

Provedené izolace | Uspé&¥né izolace Procentualni
uspésnost
CHR2 5 3 (vzorky €. 1-3) 60%
K. 2.1 4 3 (vzorky €. 4-6) 75%
ASAP1 13 0 0%
Celkem 22 6 27 %

3.1. Ovéreni gelovou elektroforézou

Obrazek 9: Elektroforeticka analyza izolovanych plasmidu

Pro ovéreni fragmentace ziskaného peletu byla vyuzita metoda gelové elektroforézy.
Vysledky uspé$né izolované DNA jsou uvedeny na Obrazek 9. U kazdého vzorku byly
ocekavany dva az tii bandy DNA (horni linearni forma pDNA, prostiedni relaxovana
forma a spodni kruhova forma pDNA), ne vSechny vzorky je ov§em obsahuji. Z toho

lze vyvodit, ze spravné izolované a pravdépodobné funk¢ni vzorky jsou (zleva): 1, 3
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(CHR2); 4 a 6 (K, 2.1). Ostatni vzorky vykazuji pouze jeden band, pfipadné rtzné
fragmenty. Tato skuteCnost vypovida o mozné chybé v postupu izolace, avSak
nevylucuje funkénost izolované DNA. Rovnéz lze pozorovat rozdily v intenzité
svitivosti jednotlivych vzorkl, to je zpusobeno riznou koncentraci plasmidové DNA
v TE pufru. Nejvétsi intenzitu dosahovaly vzorky s vysokou koncentraci DNA v TE

pufru.

Obrazek 10: Elektroforeticka analyza plasmidi ASAP1

Na Obrazek 10 je zobrazena elektroforeticka analyza tfi plasmidd ASAPI.
Muzeme pozorovat pouze fragmentovanou DNA. To svédc¢i o neuspésné izolaci tohoto
plasmidu. Pfijednotlivych experimentech izolace plasmidu ASAP1 byl standardni
postup (viz kapitola 2.2.) priabézné optimalizovan. Mozné pficiny nefunk¢nosti izolace

mohou byt naptiklad:

chybna transformace do bakterialni kultury DH5a,

e nedostateCna doba srazeni isopropanolem,

e postupna degradace RNAasy (opakovanym zmrazovanim
a rozmrazovanim pii pouzivani),

e prilisné pisobeni detergentu SDS, ktery mohl mit za nasledek degradaci

nukleovych kyselin,

e dlouha doba centrifugace pro ziskani peletu isopropanolovym srazenim.
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Ackoli byly jednotlivé kroky v postupu upravovany, nepodarilo se plasmidovou
DNA ASAPI vyizolovat.

Obrazek 11: Gelova elektroforéza plasmida CHR2 (vlevo) a ASAP1 (vpravo)

Na Obrazek 11 lze porovnat vysledky plasmidi CHR2 (vlevo) a ASAPI
(vpravo) po 30ti minutach gelové elektroforézy. U vzorku plasmidu CHR2 jsou zfetelné
oddélené bandy linearni, relaxované i kruhové pDNA. Vzorek ASAP1 vykazuje pouze

rozfragmentované casti pPDNA.

3.2. Transfekce

Na zakladé vysledkd elektroforetické analyzy byla provedena transfekce
jednotlivych plasmidd do bunécné linie HEK293. Pokud se jedna o funk¢ni
membranovy konstrukt, je ocekavana fluorescence bunék, ve kterych dochazi k expresi
vlozeného proteinu. Fluorescence plasmidi CHR2 je zplisobena navazanou
fluorescen¢ni sondou YFP. Fluorescence plasmidu Kj; 2.1, je zpsobena fluorescenénim
proteinem mCherry. Byla pouzita transientni metoda trasnfekce (viz 2.4), ktera poskytla
relativné rychle vysledky. Prvni znamky fluorescence vykazovaly buiiky uz 24 hodin od
transfekce. Mnozstvi transfekovanych bunék se postupné navySovalo. Idealni
fluorescenci bylo mozné pozorovat po 72 hodinach od transfekce. Veskeré snimky byly
pofizeny pomoci konfokalniho mikroskopu Leica TCS SP8 X. Vliv na uspéSnost
transfekce mélo mnozstvi a charakter plasmidové DNA a stav bunééné linie HEK293.

Na nasledujicich obrazcich je patrné, ze transtekované buriky byly znacné konfluentni.
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3.2.1. Channelrhodopsin-2

Obrazek 12: Vzorek ¢. 1, Channelrhodopsin-2 — A) fluorescence po 24 hodinach; B) transmisni
a fluorescencni kanal po 24 hodinach; C) fluorescence po 48 hodinach; D) transmisni a
fluorescencni kanal po 48 hodinach; E) fluorescence po 72 hodinach; F) transmisni a
fluorescencni kanal po 72 hodinach

Na Obrazek 12 je zobrazen vzorek¢. 1 transfekovaného kanalu
Channelrhodopsin-2 v bunééné linii. Na obrazcich A, C, E lze vidét samotnou
fluorescenci v ¢asovych intervalech 24, 48 a 72 hodin po transfekci. Na snimcich pod
nimi (B, D, F) je zobrazena kombinace transmisniho a fluorescen¢niho kanalu.
Mnozstvi transfekovanych bun€k postupné nartstalo. Po 24 hodinach (Obrazky 12 A,
B) byla transfekcni ucinnost velmi nizka. Po 72 hodinach (Obrazky 12 E, F) vykazovalo

fluorescenci cca 40% bunék.
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Obrazek 13: Vzorek ¢. 2, Channelrhodopsin-2 — A) fluorescence po 24 hodinach; B) transmisni
a fluorescencni kanal po 24 hodinach; C) fluorescence po 48 hodinach; D) transmisni a
fluorescencni kanal po 48 hodinach; E) fluorescence po 72 hodinach; F) transmisni a

fluorescenéni kanal po 72 hodinach

Na Obrazek 13 jsou zaznamenany fluorescence ve stejnych ¢asovych intervalech
pro vzorek ¢. 2 membranového kanalu Channelrhodopsin-2. Na rozdil od pfedchozich
vzorku je zde patrna vyssi fluorescence bunek uz 24 hodin po transfekci (Obrazek 13 A,
B), z ¢ehoz lze usuzovat na vyssi koncentraci DNA. Po 72 hodinach (Obrazek 13 E, F)

je na snimku vidét pomérné velké mnozstvi bunék s exprimovanou DNA.
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Obrazek 14: Vzorek €. 3, Channelrhodopsin-2 — A) fluorescence po 24 hodinach; B) transmisni
a fluorescencni kanal po 24 hodinach; C) fluorescence po 48 hodinach; D) transmisni a
fluorescencni kanal po 48 hodinach; E) fluorescence po 72 hodinach; F) transmisni a

fluorescenéni kanal po 72 hodinach

Nejnizsi fluorescenci z CHR2 se vyznaCoval tieti vzorek (Obrazek 14).
Transfekce se u néj ve vétsi mife projevila az po 72 hodinach (Obrazek 14 E, F).
Transfek¢ni Gcinnost byla cca 20%. Pri¢inou mohla byt nizs§i koncentrace vpravované
DNA nebo kvalita dané bunééné linie vzhledem k nizkému poctu bunék v linii (Obrazek
14 D).

3.2.2. Kir21

Dal§im u0spéSné izolovanym membranovym konstruktem byl plasmid
draslikového kanalu Kj; 2.1, ktery obsahoval fluorescencni protein mCherry. Excitacni
maximum proteinu mCherry se nachédzi na vinové délce 587 nm. Vyté€znost plasmidu
Kir 2.1 nebyla tak vysoké jako u kanalu Channelrhodopsin-2. Také fluorescence byla
oproti CHR2 niz§i. Maximalni dosazenad fluorescence byla detekovana 72 hodin po
transfekci u vSech vzorkd plasmidu K;; 2.1. Nejvétsi mnozstvi exprimovaného plasmidu
byla zaznamenano u vzorku ¢. 6 (Obrazek 17) jehoz koncentrace DNA byla
z izolovanych plasmida Kj; 2.1 nejvyssi. Vliv na transfekci mélo mnozstvi i konfluence

bunék, do nichz byly plasmidy transfekovany.
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Obrazek 15: Vzorek ¢. 4, K;; 2.1 — A) fluorescence po 24 hodinach; B) transmisni a
fluorescencni kanal po 24 hodinach; C) fluorescence po 48 hodinach; D) transmisni a
fluorescencni kanal po 48 hodinach; E) fluorescence po 72 hodinach; F) transmisni a

fluorescenéni kanal po 72 hodinach

Na Obrazek 15 A je vidét vyraznéj$i fluorescence pouze jedné buiky 24 hodin
po transfekci. Po 72 hodinach byla DNA exprimovana ve zhruba 20 % bun¢k.

--

Obrazek 16: Vzorek ¢. 5, K;;2.1 — A) fluorescence po 24 hodinach; B) transmisni a

fluorescencni kanal po 24 hodinach; C) fluorescence po 48 hodinach; D) transmisni a

fluorescencni kanal po 48 hodinach; E) fluorescence po 72 hodinach; F) transmisni a
fluorescencni kanal po 72 hodinach
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Vzorek €. 5 vykazoval fluorescenci az po 48 hodinach od transfekce (Obrazek
16 C), davodem byla patrné nizka koncentrace plasmidové DNA, coz vyplyva i
z vysledki elektroforetické analyzy (Obrazek 9) a také malé mnozstvi bun€k v linii.
Nartst bunééné linie i transfekovanych bunék byl zaznamenan az po 72 hodinach
(Obrazek 16 F)

--

Obrazek 17: Vzorek €. 6, K;;2.1 — A) fluorescence po 24 hodinach; B) transmisni a

fluorescencni kanal po 24 hodinach; C) fluorescence po 48 hodinach; D) transmisni a

fluorescencni kanal po 48 hodinach; E) fluorescence po 72 hodinach; F) transmisni a

fluorescenéni kanal po 72 hodinach

Nejvyssi fluorescenci u bunék s exprimovanou DNA plasmidu Ki; 2.1 bylo
mozné detekovat u vzorku ¢. 6. U vzorku ¢. 6 exprimovalo cca 40 % bun¢k vlozenou
DNA.

3.2.3. ASAP1

Prestoze z elektroforetické analyzy vyplyva, ze se nepodafilo vyizolovat
plasmidovou DNA membranového konstruktu ASAPI1, byla pro ovéfeni provedena
transfekce jeho vzorkli do bunécné linie HEK293. Dle ocekavani nebyla u bunék
zaznamenana zadna fluorescence, tudiz nedoSlo k zddné expresi DNA plasmidu
ASAPI.
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ZAavér
Cilem této prace byla izolace plasmidi Channelrhodopsin-2, K;;2.1 a ASAP1 pro jejich
vyuziti jako membranovych konstruktt a jejich transfekce do bunécné linie HEK293.
Na toto téma byla provedena literarni reserSe, ve které byly shrnuty zakladni metody

izolace DNA, pfiCemz metodé fenol-chloroformové extrakce byla vénovana vétsi

pozornost, nebot’ byla pouzita v experimentalni ¢asti prace.

Celkem bylo provedeno 22 izola¢nich experimentt. Za pomérné€ Gspésné izolace
lze povazovat izolaci plasmidi CHR2 a K; 2.1. Pfi izolaci téchto plasmidi bylo
dosazeno uspésSnosti 66%. Spravnost izolace byla nejprve ovéfena elektroforetickou
analyzou a nasledné chemickou transfekci do bunécné linie HEK293. Pro ucely ovéfeni
funk¢énosti plasmidi byla zvolena transientni transfekce izolované DNA pomoci
transfekcniho reagentu PEIL Fluorescen¢ni snimky jednotlivych vzorki byly snimany na
konfokalnim mikroskopu v Casovych intervalech 24, 48 a 72 hodin od transfekce.
Nejvétsi  svitivost vykazovaly butiky po 72 hodinach, coz spliuje teoretické
predpoklady. Mnozstvi bun€k exprimujicich DNA se liilo nejen v zavislosti na Case,

ale takeé na koncentraci a kvalité izolované plasmidové DNA.

Ackoli byl, z davodi netspé$nych pokust, béhem jednotlivych experimentd
protokol izolace v nékterych krocich optimalizovan, nepodatilo se izolovat plasmid
ASAPI1. Vzhledem k funkénosti protokolu pfi izolaci plasmidi CHR2 a Kj 2.1 je
pravdépodobné, ze divodem neuspésné izolace plasmidu ASAP1 bylo opakované
nespravné provedeni transformace do kompetentnich bakterii DH5a. V dal§i praci by
proto bylo vhodné se zameéfit na krok transformace plasmidové DNA ASAPI1 do

bakterialnich bunék.

Aby bylo mozné pouzivat izolovanou pDNA v praxi bylo by vhodné také zméfit
jeji koncentraci a Cistotu, coz se z Casovych davodi provedeni izolaci nepodafilo, nebot’
se dany pfistroj nenachézi v prostorach laboratore UBMI. Kvalitu fenol-chloroformové
extrakce by bylo vhodné porovnat naptiklad s vysledky izolaci pomoci komer¢nich kith,
¢i izolaci s vyuzitim magnetickych nanocastic. Ziskané plasmidy je mozné mozné
vyuzit pfi studiu optické aktivace buné€k, indikace depolarizace ¢i kontrole klidového

membranového potencialu bunek.
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Seznam zKkratek

DNA - Deoxyribonukleova kyselina

pDNA - Plasmidova deoxyribonukleova kyselina
RNA — Ribonukleova kyselina

Pb — Pary bazi

PCR — Polymerazova fetézova reakce

LCR - Ligazova retézova reakce

3SR amplifikacni reakce - Self-Sustained Sequence Replication
CH2 — Channelrhodopsin-2

ASAPI — Accelerated Sensor of Action Potentials
Ki; 2.1 — Inwardly-Rectifying Potassium Channels
HEK?293 — Human Embryonic Kidney

SDS - Dodecylsulfat sodny

UV — Ultrafialové zareni

PEI — Polyethylenimin
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Priloha A

Isolacni a transfekéni protokoly

1. Chemically competent cells

1.1.

Materials

Detergent-free, sterile glassware and plasticware (see procedure)
Table-top OD600nm spectrophotometer
SOB

CCMBS80 buffer

1.2.

10 mM KOAc pH 7.0 (10 ml of a 1M stock/L)

80 mM CaCl,.2H,0 (11.8 g/L)

20 mM MnCl,.4H,0 (4.0 g/L)

10 mM MgCl,.6H,0 (2.0 g/L)

10% glycerol (100 ml/L)

adjust pH DOWN to 6.4 with 0.1N HCl if necessary

adjusting pH up will precipitate manganese dioxide from Mn containing
solutions.

sterile filter and store at 4°C

slight dark precipitate appears not to affect its function

Procedure

Preparing competent cells

Inoculate 250 ml of SOB medium with 1 ml vial of seed stock and grow at 37°C
to an OD600nm of 0.5
o This takes approximately 16 hours.
o Controlling the temperature makes this a more reproducible process, but
is not essential.
o Room temperature will work. You can adjust this temperature somewhat
to fit your schedule
o Aim for lower, not higher OD if you can't hit this mark

Centrifuge at 5000rpm at 4°C for 10 minutes in a flat bottom centrifuge bottle.



o Flat bottom centrifuge tubes make the fragile cells much easier to
resuspend
o Itis often easier to resuspend pellets by mixing before adding large
amounts of buffer
Discard supernatant by pouring out slowly and pipeting remains
Gently resuspend in 80 ml of ice cold CCMB&0 buffer
o sometimes this is less than completely gentle. It still works.
Incubate on ice 20 minutes
Centrifuge again at 4°C and discard supernatant as described above.
Resuspend in 10 ml of ice cold CCMB&0 buffer.
Test OD of a mixture of 200 pl SOC and 50 pl of the resuspended cells.
Add chilled CCMBSO to yield a final OD of 1.0-1.5 in this test.
Aliquot to chilled screw top 2 ml vials or 50 pl into chilled microtiter plates
Store at -80°C indefinitely.
o Flash freezing does not appear to be necessary
Test competence (see below)
Thawing and refreezing partially used cell aliquots dramatically reduces
transformation efficiency by about 3x the first time, and about 6x total after

several freeze/thaw cycles.



2.Transformation

2.1. Procedure

e Mix 50 to 100 pl of cells with plasmid DNA
e JIce 10 -20 min
e Heat shock 42 °C 1 min

e Add 1 ml of LB or SOB or SOC media and transfer bacterial suspension into
bacteriological tube.

e Shake 20 — 60 min at 37 °C

e Plate 20 to 200 pl of suspension on plates with selective agar.



3. Isolation

e Incubate E.coli at 37 °C with good shaking in 100 ml medium with antibiotics
for 12 h or O/N.

e Centrifuge bacteria 5 min 4.000 rpm

e Resuspend the pellet in 4 ml of GET by vigorous vortexing

e Add 8 ml of alkaline-SDS and mix by gentle shaking until solution get clear (no
more than 3 min)

e Add 6 ml of KAc solution and shake

e Incubate on ice — 10 min

e Centrifuge 10 min at maximal speed (4 °C)

e Transfer supernatant into a new tube

e Add 16 ml of isopropanol

e Incubate at RT — 15 min

e Centrifuge 10 min at maximal speed (RT)

e  Wash the pellet with Iml 70% ethanol. Air dry for 2-5 minutes on bench.

e Resuspend in 800 pl TE buffer and transfer into 2 ml tube (20 min 65 °C)

e Add 0,5 ul RNaseA [20 mg/ml] and incubate at 37°C for 30 minutes.

e Add 300 pl phenol:chloroform:isoamyl alcohol.

e Add 200 ul 1 M Tris (base)

e Add 100 ul 3 M NaAc

e Vortex until thoroughly mixed. Centrifuge at top speed of microfuge for 3
minutes. Pipette aqueous phase (the top one) into new 2 ml tube.

e Repeat phenol:chloroform:isoamyl alcohol extraction

e Extract phenol with 500 pl chloroform : isoamyl alcohol. Vortex and spin 3 min
at max speed. Repeat extraction until the interphase is transparent and without
any contaminants (2 — 4 x).

e Precipitate with 1000 pl of isopropanol (30 min at RT)

o Note: If the volume of DNA is bigger use at least equal volume of 1P

e Centrifuge 10 min at maximal speed (RT)

e Remove supernatant

e Wash the pellet with 700 ul of EtOH [70 %]

e Air dry the pellet

e Dissolve in TE (~ 400 - 1000 pl)



4. PEI Transfection — CEITEC Brno:

Polyethyleneimine — Mw = 40,000 (Hypoacethylated — Polyscience # 24765)

PEI : DNA ratio: 4:10r3:10r5:1
Prepare PEI solution: (Sterile filtered, 0,22 pum filter)

Stock solution: 10 mg / ml in water

Working solution: 1 mg / ml in water

Cell culture: Replace growth media with fresh medium (including serum):

4.1. Prepare transfection mix:

Resuspend plasmid DNA in 150 mM NaCl
Add PEI [1 mg/ml] (Ratio 1:4)

Mix and incubate at RT for 10 min

DNA 150 mM NaCl PEI [1 mg/ml] Growth medium

T75 56,3 ug 900 pl 90 w 10 ml

T25 18,8 ug 300 wl 30wl 4 ml

6wp 6,8 ug 110 wl 11 ul 2,5ml

12wp 3ug 50 ul 5ul 0,7 ml

24wp 1,3 ug 20 wl 2ul 0,4 ml

9,2 mm2 1,57 ug 110 wl 8 ul 1,94 ml

CEITEC

The DNA concentration seems to be different if measured in CMRB and

CEITEC nanodrop.

The DNA amounts used for transfection in CEITEC should be 2,5 X more
compared to DNA amount used in CMRB. The amount of PEI and NaCl remains the

same

For small volumes (minipreps) (screen in 24wp)

Mix 1: Plasmid miniprep
150 mM NaCl

Mix 2: PEI [1 mg/ml]
150 mM NaCl

3ul
25 ul
3ul
25 ul

Note: Several cell densities should be tested.



