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ABSTRAKT

S rozvojem molekularni biologie dochazi i k rozvoji v onkoterapii. Hlavnim smérem
moderni mediciny je genova terapie. V genové terapii jsou pouzivany dvé kategorie vektora,
a to virové vektory a nevirové vektory. K nevirovym vektorim patii plazmidy. Plazmidova
DNA vyuzivana v mediciné musi byt dokonale Cista. V soucasnosti jsou k izolaci a purifikaci
plazmidové DNA vyuzivany hlavné chromatografické metody. Vyzkum a vyvoj se ale zabyva
i jinymi metodami, napiiklad dvoufazovymi vodnymi systémy a magnetickymi nosici.
V experimentalni ¢asti byla provedena izolace plazmidové pUC 19 DNA z kultury bunek
Escherichia coli JM 109 (pUC 19) metodou alkalické lyze. Izolovana plazmidova DNA byla
purifikovana pomoci tfech metod: RNA v plazmidové DNA byla vysrazena chloridem
lithnym, RNA byla degradovana imobilizovanou RNézou A a plazmidovda DNA byla
purifikovana pomoci dvoufazového systému. Kvalita izolované plazmidové DNA byla
ovéerena spektrofotomericky a agardzovou gelovou elektroforézou.

ABSTRACT

With the development of molecular biology development of oncotherapy proceeds.
The major progress of modern medicine is gene therapy. In the gene therapy are two
categeories, namely, viral vectors and nonviral vectors which are used mainly. Nonviral
vectors include plasmids. Plasmid DNA used in medicine must be perfectly purified.
Chromatographic methods are mainly used at present. Research and development deals with
other methods for example two-phase aqueous systems and magnetic carriers. In experimental
part of this thesis, isolation of pUC 19 plasmid DNA from FEscherichia coli IM 109 (pUC 19)
cell culture was performed via method of alkaline lysis. Quality of isolated plasmid DNA was
verified spectrophotometrically and by agarose gel electrophoresis. Isolated plasmid DNA
was purified using three methods: RNA in plasmid DNA was precipitated by lithium chloride,
RNA was degraded by immobilized RNase A and plasmid DNA was purified using two-
phase aqueous system.

KLICOVA SLOVA

Plazmidova DNA, genova terapie, FEscherichia coli, purifikace, dvoufazovy vodny
systém
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1 UvVOD

K obavanym onemocnénim patii nadorové choroby — rakovina. Podle dostupnych
statistik zhoubné novotvary jsou v ekonomicky rozvinutych zemich po srde¢nich a cévnich
chorobach druhou nejc¢ast&)si pri¢inou umrti. Nelze se proto divit, ze se 1ékafi snazi vypatrat
jeji pri¢iny a vyvinout nové terapeutické postupy. Vyzkum je vSak velmi slozity, protoze
nadorova onemocnéni jsou velmi riznoroda. Je tieba nadory odlisit podle lokalizace
v jednotlivych organech a tkanich, podle obdobi, kdy se vytvareji, podle prub&hu a zavaznosti
onemocnéni a podle mnoha dalSich hledisek. Moderni genetické poznatky umoziuji nejen
poznat podstatu téchto chorob, ale prispivaji také k jejich diagnostice a stanoveni ucinného
zpusobu 1éCby [1].

Genova terapie byla uznana jako hlavni smér moderni mediciny. SpoustéCem uspesné
genove terapie je transport genu do cilového mista v organismu. Aby bylo mozné distribuovat
plazmidovou DNA do jadra a vlozit ji do specifického mista DNA, je velmi dulezité vybrat
systém pro spravné doruCeni genu. Pfes omezeni mnohych faktori genova terapie zatim
nedosahuje idealnich efektd. Tento obtizny problém vyzaduje feSeni fady dilCich cila:
zlepsSeni Ucinnosti transfekce, efektivni dodani cilového genu do cilového mista v organismu
a aby dodany gen nevykazoval vedlejsi uCinky. To znamena, ze je tieba dosahnout ucinkt
l1é¢iva na molekularni urovni.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Nukleové kyseliny

Nukleové  kyseliny jsou nepostradatelnymi  makromolekularnimi  latkami
(biopolymery) zivych soustav. Jsou to biomolekuly s vysokou variabilitou sekundarni
struktury, které koduji genetické informace [2]. Mezi nejpodstatnéjsi vlastnost nukleovych
kyselin patii jejich schopnost obsahovat informace, pfijimat je a uvolilovat [3]. Nukleové
kyseliny byly objeveny v roce 1869 svycarskym lékafem Friedrichem Miescherem, ktery
zkoumal slozeni bilych krvinek extrahovanych z hnisu z nemocnicnich obvazi. Z jader bilych
krvinek izoloval chemickou sloucCeninu, kterou pojmenoval nuklein. Miescher objevil
nukleové kyseliny 1 v jinych biologickych materialech [4].

Experimentalni studium nukleovych kyselin tvofi hlavni soucast moderniho
biologického a Iékaiského vyzkumu, biotechnologii a farmaceutického primyslu.

2.1.1 Chemické slozeni nukleovych kyselin

Nukleové kyseliny tvoii fetézce nukleotidi sestavajici ze tii slozek: dusikaté baze,
cukerné slozky — pentozy a zbytku kyseliny fosfore¢né — fosfatu.

2.1.1.1 Baze nukleovych kyselin

Dusikaté baze, které se vyskytuji v nukleovych kyselinach, jsou odvozeny od
heterocyklickych slou¢enin. Od purinu jsou odvozeny baze adenin (zkratka: A) a guanin (G),
které se spolu s pyrimidinovou bazi cytozinem (C) vyskytuyji v DNA 1 RNA [5, 6].
Z pyrimidinovych bazi se v RNA nachazi pouze uracil (U); v DNA se misto né objevuje
tymin (T). Nékteré typy DNA vyssich organismti mohou obsahovat jesté minoritni mnozstvi
dalSich bazi, coz jsou pozménéné molekuly bazi napt. methylaci — methylcytozin. Struktura
purinovych a pyrimidinovych bazi je znazornéna na Obrazku 1. [S5]. Komplementarni baze
tvoti dvojice vzdy jedné pyrimidinové a jedné purinové baze. Mezi komplementarnimi
bazemi vznikaji vazebné interakce (vodikové vazby) [6]. Parovani bazi v DNA je uvedeno na
Obrazku 2 [5]. Vazbu mezi A a T je spojuji dvé vodikové vazby, zatimco antiparalelni
postaveni bazi C a G spojuji tfi vodikové vazby, tudiz tato vazba je pevnéjsi [3].
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Obrazek 2: Parovani bazi v DNA

2.1.1.2 Nukleosidy, nukleotidy

Po spojeni dusikaté baze a cukerné slozky, kterou tvoti rib6za nebo 2 — deoxyriboza,
vznika nukleosid. Tyto dvé slozky jsou spojeny N — glykosidickou vazbou, ktera vznika mezi
dusikem baze a prvnim uhlikovym atomem cukerné slozky. Pokud je cukernou slozkou 3-D-
ribofurandza, vznikd adenozin, guanozin, uridin, cytidin a tymin. V pfipadé pfitomnosti 2-
deoxy-B-D-ribofuran6zy vznika deoxyadenozin, deoxyguanozin, deoxyuridin, deoxycytidin ¢i
deoxytymidin. Piipojenim zbytku kyseliny fosforecné esterickou vazbou, nejcastéji na pozici
5" pentozy, vznika nukleotid. Hydroxylova skupina vazéna na uhlikovém fetézci reaguje



s kyselinou fosforecnou. Spojenim jednotlivych nukleotidi fosfodiesterovou vazbou vznika
polynukleotidovy fetézec, ktery je zakladem struktury nukleovych kyselin [5, 6].

2.1.2 Typy nukleovych kyselin

Existuji dva typy nukleovych kyselin — kyselina deoxyribonukleova (DNA), a kyselina
ribonukleova (RNA. Uvedené nukleové kyseliny se li§i ve slozeni, struktufe a funkci [5].

2.1.2.1 Ribonukleova kyselina

Ribonukleové kyseliny (RNA) jsou polymery nukleosidfosfati, propojenych
fosfodiesterovymi vazbami, které se podileji na genové expresi a biosyntéze bilkovin.
Molekuly RNA mohou byt jednovlaknové nebo dvouvlaknové. Ribonukleové kyseliny se déli
na tfi typy, které se lisi velikosti, funkci a strukturou molekul. Nejcastéji vyskytujicim se
typem bunécné RNA je ribozomova RNA (rRNA), ktera je zakladnim stavebnim materidlem
bunéénych organel ribozomu a predstavuje az 80 % RNA v burice [6]. Transferova RNA
(tRNA) tvoti asi 10 — 15 % celkové bunééné RNA a uplatiiuje se pti translaci, pii spojovani
proteint s nukleovymi kyselinami. Funkce tRNA spociva v pfenosu aminokyselin
z cytoplazmy na ribozomy. Pro kazdou kddovanou aminokyselinu existuje nejméne jedna
specificka tRNA. Poslednim typem je mediatorovd RNA (messenger RNA), ktera prenasi
genetickou informaci z jadra do cytoplazmy a tvoii 5 — 10 % RNA buiiky. Zivotnost mRNA
je kratka, protoze po translaci je hydrolyzovana. Vsechny typy RNA se tvoii pii transkripci
v bunéénych jadrech [5, 6].

2.1.2.2 Deoxyribonukleova kyselina

Deoxyribonukleova kyselina (DNA) je tvofena kombinaci deoxyribonukleotidu a je
nositelkou genetické informace. Struktura DNA byla objasnéna v roce 1953 Watsonem
a Crickem, ktefi vytvofili model struktury molekuly DNA. Molekulu DNA tvoii dva
polydeoxyribonukleotidové fetézce, které jsou svinuté do pravotoCivych Sroubovic kolem
pomysiné osy. Dvousroubovice DNA vznikd diky vodikovym vazbam mezi
komplementarnimi bazemi [6]. Pary bazi, které jsou orientovany smérem dovnitf, jsou od
sebe rozmistény ve vzdalenosti 0,34 nm. Na jednu otacku dvousroubovice piipada 10,5 part
bazi, které tvori usek o délce 3,4 nm. Molekula dvousSroubovice DNA obsahuje dva typy
zlabka, které se lisi svoji Sitkou, hloubkou a jsou dulezité pfi interakci DNA s proteiny [7].
Struktura dvousroubovice DNA je znazornéna na Obrazku 3 [5]. Forma staceni vlaken do
dvousroubovice neni vzdy stejna. Jsou znamy razné formy konformace DNA, a to A-DNA
a B-DNA, kter¢ jsou pravotocivé a levoto¢iva Z-DNA [6].

Pii vysokych teplotach, zméné pH, vlivem organickych rozpoustédel ¢i tenzida
dochazi k denaturaci DNA. Jedna se o oddéleni dvou komplementarnich vlaken za vytvofeni
neusporadané struktury. Opacnym dé&em denaturace je renaturace, kdy dochazi opét
k obnoveni dvousroubovice [6].
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2.1.3 Plazmidova DNA

Bakterie obsahuji v buiice kromeé chromozomalni DNA jesté¢ extrachromozomalni
DNA - plazmidy. Plazmidova DNA méa mnohem nizs§i molekulovou hmotnost, tvoii uzaviené
struktury, pficemz oba konce fetézce DNA jsou kovalentné vazané. Po chemické strance se
plazmidova DNA stavbou nelisi od chromozomalni DNA. Plazmidova DNA se vyskytuje
v nékolika formach - nad§roubovicova, kovalentné uzaviena kruznice (ccc — covalently closed
circular), oteviena kruznice (oc — open circular) a linearni [4]. Pfirozenou formou plazmidové
DNA je kovalentné uzaviena kruznice. Pocet kopii urcitého plazmidu v bakterialni burice je
nepifimo umérny jeho molekulové hmotnosti. Nejcastéji je to 1 az 100, ale mlze se dosahnout
az nékolik set. Molekuly plazmidové DNA mohou byt stejného, ale i rdzného druhu.
Plazmidova DNA je pro bunku postradatelna ale jeji pfitomnost ji muze pfinaset vyhody.
Plazmidova DNA muze obsahovat geny s rezistenci proti antibiotikim, tézkym kovim,
toxickym latkam apod. Jeji vyuziti v genovém inzenyrstvi spociva hlavné ve vlastnosti
replikovat se nezévisle na chromozomalni DNA. Molekuly plazmidové DNA predstavuji
samotné replikony [8, 9].

Pro klinické ucely je nejvhodnéjsi kovalentné uzaviend kruznice (ccc) plazmidové
DNA. Umélé pripravené plazmidy jsou Siroce pouzivany jako vektory pfi molekularnim
klonovani [10].

2.2 Nukleové kyseliny jako terapeutické agens

Rada onemocnéni, ktera jsou vysledkem nadprodukce normalniho proteinu, mize byt
léCena za pouziti nukleotidovych sekvenci, které se vazou na specifické mRNA a zabrariuji
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translaci. Nukleotidové sekvence se pevné vazou k Siroké Skale molekul, vCetné proteind,
1éki nebo k malé dvoufetézcové molekule RNA a vytvareji organizovanou sekundarni
a terciarni strukturu. Tyto techniky mohou byt také pouzity ke zmirnéni nebo k prevenci
onemocnéni zpusobené patogennimi viry a jinymi patogennimi organismy [11]

Nejvétsi prekazkou vyvoje terapeutickych agens na bazi nukleovych kyselin jsou
obtize pfi doruCeni téchto agens do cilovych tkani. Dalsi moznosti pro dodani agens na bazi
nukleovych kyselin umoziuje intravenozni injekce, kationické liposomy, fyzikalni metody,
napi.: elektroporace, sonoporace nebo konjugace nukleové kyseliny na jiné molekuly, jako
jsou napt.: lipidové molekuly, cholesterol, kolagen, fragment protilatky nebo aptamer [11].

2.3 Genova terapie

Genova terapie je nova technika pro 1écbu mnoha zavaznych, nevylécitelnych nemoct,
jako je rakovina a genetické poruchy. Zakladnim principem je ndhrada mutantni alely
normalnimi funkénimi geny. To lze docilit vlozenim funk¢éniho genu, ktery hraje roli 1éCiva,
do cilené bunky nebo opravenim dysfunkce zptisobené genetickym defektem. Byly vyvinuty
virové a nevirové nosice pro dodavku terapeutickych gend. Vektorem v genové terapii se
rozumi molekula DNA, do které muze byt zaClenéna urcita sekvence (napf. gen), jez je
nasledné vnesena do bunky. Zde je pak vnesena sekvence uchovavana, replikovana
a exprimovana. Virové vektory vyuzivaji schopnosti efektivniho pfenosu do cilové buriky
a chrani DNA pred degradaci. Bylo ale zjisténo, ze nejsou zcela bezpecné. Nevirovy pienos
geni do systému zahrnuje napf. vstiikovani cisté DNA, bombardovani cilové tkané
s Casticemi obalenymi DNA a bunécné vychytavani DNA, ktera je uzaviena uvnitf lipidového
obalu. Hlavnimi nedostatky soucasné genové terapie vektorovych vektorti jsou schopnost
navodit tvorbu protilatek tzv. imunogenita a neefektivni pfenos genu [1, 11, 12, 13].

Genovou terapii je mozné rozdélit do dvou hlavnich kategorii, podle charakteru cilové
bunky.

Somatickad genova terapie

Napravena geneticka vada se prenese do somatickych ¢i télnich bunék pacienta, tedy
vSech bunék kromé pohlavnich bunék. Zména se projevi pouze u jednoho jedince a nemuze
byt zdédéna [14, 15].

Zdrodecna genovd terapie

Funk¢ni gen je vlozen do zarodeCnych bunék (spermie, vajicka). Zmeéna se projevi
iuvsech potomki léCeného jedince. V souCasné dobé je zetickych duvodi zakazano
provadét tento zpusob 1écby [14, 15].

Genovou terapii lze provadét pouze tehdy, neni-li moznd prevence a léCba
standardnimi postupy. Vyzkum se zaméfuje na zavazné dédicné choroby a vady, kde je znam
prislusny gen a pfislusna mutace. Experimentalni 1é¢bu je mozné provadét po jejim uspéSném
otestovani, schvaleni k pouziti, a po souhlasu pacienta nebo jeho zdkonného zastupce. Genova
terapie je nastavba proteinové terapie, pii které vznikaly urcité nedostatky. Mezi piednosti
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genoveé terapie oproti proteinové terapii patii del§i efekt ustadlené produkce bilkoviny
a exprese transgenu [12, 16].

2.4  Pouziti pevnych magnetickych nanometrovych vektoru v 1écbé nadoru

Nosi¢ musi chranit genovou informaci (DNA), aby nedoslo k jejimu poskozeni,
a nesmi reagovat s krevnimi bunikami. Nosi¢ musi byt dostate¢né maly, aby pronikl do buiiky
a dosahl jadra. V souCasné dobé s rozvojem nanobiotechnologii se staly aplikace
magnetickych a zlatych nanocastic v oblasti biomediciny jednim z cilti vyzkumu. Umoziu;ji
mimoradné vysokou ucinnost transfekce do cilovych bunék. Aplikace magnetickych
nanocastic v genové transfekci je interdisciplinarni oblast vyzkumu. Vyvoj a védecky
vyzkum je zaméfen na magnetické nanocCastice a na nevirovou genovou transfekci. Transfekci
magnetickych nanocastic mize urychlit sedimentace magnetickych Castic na povrchu buriky
prostfednictvim aplikace vnéjs§iho magnetického pole. Studie ukazuji, ze pfi magnetické
transfekci nemize magnetického pole pfimo vtahnout magnetické Castice do bunék nebo
zmeénit mechanismus fagocytozy genovych komplext. Magnetické pole zvySuje sedimentaci
DNA (genetickych materialil) na povrchu bunky. Proto je zna¢né€ podporovana fagocytoza
genovych komplext a tudiz se zvysi ucinek genové transfekce. Byly pfipraveny nanocastice
nesouci anti-lidsky B-glukan choriovy gonadotropin tetraoxidu zelezitého. Komplex se spoji
s glyceraldehyd-3-fosfatem pomoci nukleotidového fetézce nesouci fluorescein na 5' konci
oligonukleotidu. V pokusech in vivo bylo u mysi zjisténo, ze pod vlivem anti-lidského [-
glukan choriového gonadotropinu, se muzou modifikované magnetické nanocastice
pohybovat k cili nadoru. Experimenty ukazaly, ze magneticka transfekce ma své vyhody, jako
je nizka toxicita, vysoka ucinnost a Siroka Skala aplikaci. Rekombinantni plazmidové DNA
nebo uméle syntetizované malé interferujici RNA mohou byt Gc¢inné transfekovany do bunek.
Vyhodou je moznost shromazdit vét§i mnozstvi DNA na povrchu cilovych bunék, coz
umoznuje optimalni vybér lokalni aplikace in vivo v cilené genové terapii [12, 14].

2.5 Izolace a purifikace plazmidové DNA

Vyvoj genové terapie a plazmidovych DNA vakcin zvySuje potfebu dokonale Cisté
plazmidové DNA. Izolace plazmidové DNA se provadi metodou alkalické lyze. Tato metoda
je zalozena na skuteCnosti, ze v alkalickém prostiedi se srazi chromozomalni DNA, kterd je
centrifugaci odstranéna. Molekuly plazmidové DNA, které jsou mensi, zdstanou v roztoku.
Po neutralizaci se rozvolnéna plazmidova DNA renaturuje [17]. Izolovana plazmidova DNA
je kontaminovana proteiny, RNA, solemi nebo riznymi fragmenty degradované DNA.
K purifikaci plazmidové DNA se pouzivaji rizné postupy, které se lisi jak vyslednou Cistotou,
tak samotnym vytézkem. Dulezitou roli hraji i naklady.

2.5.1 Separace nukleovych kyselin pomoci dvoufazovych vodnych systému

Vyznamnou separani metodou biomakromolekul je extrakce. Jedna se o velmi dobie
propracovanou a v chemickém a farmaceutickém prumyslu vyuzivanou metodu. Extrakce je
zalozena na principu rozdélovani latek mezi dvé nemisitelné faze — organickou a vodnou.
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Klasicka extrakce vSak neni vhodna kizolaci hydrofilnich biomakromolekul (proteind,
nukleovych kyselin). Uvedené latky nejsou v organické fazi rozpustné a pfi styku s ni dochazi
ke ztraté jejich biologické aktivity (denaturact).

Vhodnymi systémy pro extrakci biomakromolekul jsou dvoufazové vodné systémy,
které lze ptipravit pfidavkem polymeru do vodného roztoku vhodné soli. Zvolenim vhodnych
koncentraci se vytvori dvé nemisitelné faze, z nichz vodna faze je ptizniva pro biologicky
aktivni makromolekuly. Nukleové kyseliny, jakozto hydrofilni latky, prechazeji Castéji do
dolni faze, zatimco proteiny, které obsahuji polarni i nepolarni skupiny, extrahuji jak do horni
PEG faze, tak do dolni hydrofilni faze [18].

Nejcastéji pouzivanymi a prozkoumanymi dvoufazovymi systémy jsou systémy
tvofené polyethylenglykolem (PEG) a dextranem a rtizné kombinace polyethylenglykolu se
siranem amonnym, dihydrogenfosfore¢nanem draselnym nebo citratem sodnym [19, 20].
Systém s PEG a citratem sodnym v porovnani s PEG a siranem amonnym vykazuje vétsi
plazmidové DNA, coz je pro tuto metodu zadouci. Pro zvySeni Cistoty plazmidové DNA
a minimalizaci fedéni se pouziva vicestupriova extrakce, spocivajici v opakované extrakci
spodni faze obsahujici plazmidovou DNA novou horni fazi [21]. Tento postup spole¢né se
zveétSujicim se pomeérem objemi fazi muze byt Gsp€$né pouzit pii purifikaci plazmidové
DNA, pii¢emz se minimalizuje jeji zfedéni. Uspéch této metody je zavisly na mnozstvi
spodni faze, ktera je pfenaSena z prvniho do druhého systému. Zvoleni spravné koncentrace
atypu soli je rozhodujici pro uspé$né oddéleni plazmidové DNA a RNA. Vytéznost
purifikace plazmidové DNA je az 100% bez pfitomnosti RNA jen s malym mnozstvim
kontaminujicich bilkovin [19]. Pro pfiznivou separaci hraje dilezitou roli molekulova
hmotnost pouzitého polymeru, pH a koncentrace jednotlivych slozek smési [18]. Tato metoda
purifikace je vysoce efektivni a vyhodna jak z ekonomického hlediska, tak moznosti jejiho
pouziti ve velkém meéfitku. Dale neni nutné pouzivat toxickych ani Skodlivych chemikalii
a manipulace pfi této metod¢ je vcelku jednoducha [19, 20].

2.5.2 Srazeni plazmidové DNA

Za ucelem odstranéni RNA z plazmidové DNA a dalich nezadoucich doprovodnych
latek (napf. chromozomalni DNA, proteinii a endotoxinil), se pouzivaji roztoky soli. Mezi
nejlepsi srazeci Cinidla patii chlorid vapenaty, ktery poskytuje vysoké odstranéni RNA za
velmi kratkou dobu. Touto metodou se ziska Cista plazmidova DNA pro farmaceutické ucely,
pficemz neni potifeba zadného specialniho vybaveni [22]. Velmi efektivni, rychlou
a pohodlnou metodou pro srazeni RNA je pouziti chloridu lithného, ktery srazi RNA jiz
v malych koncentracich. Plazmidovd DNA po srazeni LiCl uz nevyzaduje dalsi purifikace pro
pouziti v genovych technologiich. Dal§i vyhodou je skuteCnost, ze srazenim chloridem
lithnym se Uc¢inné odstranuji nukleosid trifosfaty (NTP), coz umoziuje presnéjsi kvantifikaci
v UV spektrofotometrii. Hlavnimi aspekty pfi volbé této metody je zvoleni ucinné
koncentrace LiCl, vhodna doba pro srdzeni a centrifugaci. DalSimi G€innymi latkami pro
srazeni plazmidové DNA jsou ethanol a isopropanol [23].
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2.5.3 Vyuziti magnetickych nosic¢u priizolaci DNA

K izolaci DNA z bakterialnich bunék byly pouzity rizné magnetické Castice. DNA lze
izolovat pifimo zlyzati bunék bez pouziti fenolové extrakce [24]. Na Obrazku 4 jsou
zobrazeny magnetické Castice P(HEMA-co-EDMA), které byly pfipraveny kopolymerizaci
monomeru 2-hydroxyethyl methakrylatu (HEMA) a ethylen dimethakrylatu (EDMA) [25].
Zakladem magnetickych nosicu je magnetické jadro, které tvori rizné magnetické materialy,
jejichz primér je mensi nez 30 nm [26]. NejcCastéji tvori magnetické jadro oxidy zeleza -
magnetit Fe;O04 (FeO-Fe;03) a maghemit y-Fe,Os. Aby doslo k navazani biologicky aktivnich
latek na nosiC, pokryva se povrch jader biokompatibilnimi polymery. Muze se jednat jak
o pfirodni - polyethylenimin, kyselinu laurovou, kyselinu alginovou, oxid kiemicity, tak
o syntetické latky — polysteren (PS), polyethylenglykol (PEG) [24, 27]. Jedna se o vysoce
hydrofilni a biokompatibilni hydrogel s dobrou chemickou stabilitou a nizkou nespecifickou
adsorpci proteinti. Tento hydrogel nasava velké mnozstvi vody a jeho hydroxylové skupiny
mohou byt snadno modifikovany [24]. Magnetické Castice pouzivané pii purifikaci DNA maji
superparamagnetické vlastnosti, tzn., ze vykazuji magnetické vlastnosti pouze v pfitomnosti
vné¢jsiho magnetického pole. Obvykle nemaji zadny zbytkovy magnetismus, a tedy bez
pfitomnosti vnéjsiho magnetického pole se Castice neshlukuji. Magnetické castice se ze
vzorku odstranuji pomoci magnetického separatoru.

Tato technika ma zna¢né vyhody, mezi které pati napf.: rychlost, snadnéa a nenarocna
manipulace, neni zapotiebi pouzivani filtrace ani centrifugace. Pfi této metodé se nepracuje
s organickymi rozpoustédly, tudiz dals§i vyhodou je nizka toxicita, mozna analyza ve vétSim
mefitku ¢i vyhoda automatizace [26].

Magnetické castice P(HEMA-co-EDMA) s imobilizovanou RNazou A (ktera
degraduje pritomnou bakterialni RNA) byly pouzity rovnéz k purifikaci plazmidové DNA.
[28].

Obrazek 4: Elektronovy mikrosnimek magnetickych ¢astic PBHEMA-co-EDMA)

2.5.4 Chromatografické metody purifikace

Chromatografie patfi mezi nejlepsi metodu purifikace plazmidové DNA. Jeji vyuziti je
pfi analyze nebo pfi preparativnich ucelech. Pii chromatografické purifikaci mimo ¢isténi od
hlavnich kontaminantd, dochazi k oddé€leni pozadované supercoild (sc) plazmidové DNA od
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ostatnich topoizomerua, vzniklych degradaci tohoto topoizomeru, jako jsou linearni a oteviena
cirkularni forma plazmidové DNA [29, 30]. Zakladni princip vSech chromatografickych
technik spociva v nestejnomérném rozdélovani slozek smési mezi stacionarni a mobilni fazi.
Vysledkem je rozdilna rychlost migrace rozpusténych latek [18]. NejcCastéji pouzivané
chromatografické techniky pfi purifikaci plazmidové DNA jsou: gelova, iontoméniova
a afinitni chromatografie, chromatografie zalozenda na hydrofobnich interakcich ¢i
chromatografie s obracenymi fazemi [30].

2.6  Detekce nukleovych kyselin

K detekci nukleovych kyselin se nejCastéji pouziva agardézova gelova elektroforéza
a UV spektrofotometrie.

2.6.1 Elektroforéza

Agardza je polysacharid, ktery se ziskava izolaci z mofskych fas. Za zvySené teploty
je rozpustny ve vodeé. Agar tuhne pfi teploté 45 — 48 °C [31]. Vznikly husty koloidni roztok se
naléva do ploché formy, kde po vychladnuti vytvoifi vhodny gel pro elektroforézu.
Elektroforéza v agar6zovém gelu se pouziva k identifikaci, separaci a purifikaci fragment
DNA. Jedna se o separacni metodu, ktera je zalozena na migraci iontli a nabitych molekul ve
stejnosmérném elektrickém poli. Naboj DNA v neutralnim roztoku je negativni, protoze
nukleové kyseliny obsahuji zaporné nabité fosfatové skupiny. DNA se v elektrickém poli
pohybuje od katody k anod€. Rychlost migrace je pfimo umeérna intenzité elektrického pole
a nepifimo umeérna logaritmu délky fetézce, proto kratké fetézce gelem migruji rychleji, nez
dlouhé fetézce. Pii déleni se kromé elektrostatickych sil uplatiuje 1 sitovy efekt, takze se
rozdéli 1 fragmenty se stejnym efektivnim nabojem, ale s rozdilnou délkou resp. molekulovou
hmotnosti [7, 32, 33]

Jednoduchost a reprodukovatelnost patii mezi hlavni vyhody gelové elektroforézy.
Touto metodou je mozné detegovat az 1 ng DNA. Koncentrace gelu ovliviiuje déleni
fragmentt v riznych rozmezich molekulovych hmotnosti. Agar6zové gely jsou vhodné pro
separaci molekul nukleovych kyselin od velikosti nékolika set bp az po zhruba 50 kb [7, 32,
33]

2.6.1.1 Vizualizace gelu

Po skonceni elektroforézy je nutné identifikovat polohy rozdélenych molekul, které
jsou bezbarvé ve viditelném zareni. Rozdélené fragmenty se vizualizuji fluorescenénimi
barvivy, ktera se vazou na molekulu DNA. Nejcastéji pouzivanym barvivem je
ethidiumbromid, jehoz strukturni vzorec je na Obrazku 5. Ethidiumbromid se vmezetuje
(interkaluje) mezi sousedni pary bazi v DNA a vytvarfi komplex, ktery po osvétleni
ultrafialovym svétlem Cervené fluoreskuje. Molekuly DNA po obarveni jsou na gelu viditelné
jako prouzky, jejichz intenzita je umérna koncentraci DNA [33, 34].
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Obrazek 5: Strukturni vzorec ethidiumbromidu

2.6.2 Spektrofotometrické stanoveni nukleovych kyselin

Jednou z nejCastéji pouzivanych a nejjednodussich technik pro stanoveni Cistoty
a koncentrace nukleovych kyselin je spektrofotometrické stanoveni v ultrafialové (UV)
oblasti spektra. Heterocykly bazi nukleovych kyselin jsou zodpovédné za absorbci UV zateni
s maximem v okoli vinové délky 260 nm [35].

Koncentraci nukleovych kyselin 1ze vypocitat podle empirickych vztaht, kdy u nativni
(dvouietdzcové) DNA Ajsonm = 1,0 odpovida koncentraci 50 pg-ml™. Tato hodnota je zavisla
na chemickém slozeni (zastoupeni AT a GC para bazi) analyzované DNA. U denaturované
(jednotetézcové) DNA je absorbance asi o 40% vyssi nez dvouretézcové molekuly
(c=30 pgml™) a RNA, ktera absorbuje ve stejném rozsahu vinovych délek Aagonm = 1,0
odpovida koncentraci 40 pg-ml™[17].

Stuperi Cistoty nukleovych kyselin je mozné stanovit z poméru absorbance pii 260
a280 nm. Pomér Ajsomm/Azsonm udadva miru kontaminace izolované nukleové kyseliny
proteiny a RNA. Pomér Ajsonm/A23onm udavd miru znecisténi nukleové kyseliny
nizkomolekularnimi latkami (fenol, EDTA) [7, 17].
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3 CIiL PRACE

Cilem teoretické Casti bylo vypracovani literarniho prehledu tykajictho se metod
izolace a purifikace nukleovych kyselin (se zaméfenim na rizné formy DNA).

Cilem praktické Casti prace byla izolace plazmidové DNA metodou alkalické lyze
a purifikace izolovanych vzorkii plazmidové DNA s vyuzitim dvoufazovych vodnych
systém, odstranéni RNA srazenim chloridem lithnym a §tépeni RNA enzymem RNazou A.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Bakterialni kultury

K izolaci plazmidové DNA byl pouzity kmen Escherichia coli JM 109 (pUC19). Jako
kontrola byl pouzit kmen Escherichia coli JM 109. Kultury narostlé v LB mediu byly ziskany
od doc. RNDr. Aleny Spanové, CSc. (VUT v Brnég, Fakulta chemicka).

4,2 Chemikalie

Agarodza pro elektroforézu DNA (Serva, Heidelberg, SRN)
Dodecylsulfat sodny (SDS) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Ethanol (Penta, Chrudim, CR)

Ethidiumbromid (EtBr) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
Ethylendiaminotetraoctova kyselina (EDTA) (Serva, Heidelberg, SRN)
Hydrogen fosfore¢nan draselny (Lachema, Brno, CR)

Hydroxid sodny (Lachema, Brno, CR)

Chlorid lithny (Lachema, Brno, CR)

Kyselina borita (H;BO;) (Penta, Chrudim, CR)

Kyselina chlorovodikova (PENTA, Praha, CR)

Kyselina octova (PENTA, Praha, CR)

Lysozym (Serva, Heidelberg, SRN)

Octan draselny (Lachema, Brno, CR)

Polyethylenglykol 6000 (PEG 6000 ) (Sigma-Aldrich, St. Louis,USA
Siran amonny (Lachema, Brno, CR)
Tris-hydroxymethyl-aminomethan (Tris-baze) (Amresco, Solon, USA)

Tris-hydroxymethyl-aminomethan hydrochlorid (Tris-HCl) (Amresco, Solon,
USA)

Magnetické mikrocastice P(HEMA-co-EDMA) s imobilizovanou RNazou A
byly pfipraveny Ing. Danielem Hordkem, CSc. z Makromolekularniho ustavu AV
CR v.vi. v Praze.

Ostatni chemikalie byly Cistoty p.a. a pochazely z béznych komercnich zdroja.
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4.3 Roztoky

Vsechny roztoky pro lyzi bungk, izolaci plazmidové DNA a jeji purifikaci byly

piipraveny podle navodi k laboratornim cvi¢enim Analyza vybranych druhd bakterii

mlécného kvaseni pomoci metod molekularni biologie s drobnymi zménami [17].

4.3.1 Média pro kultivaci bunék

LB agar — k 11 LB média bylo pfidano 12 g agaru a byla provedena sterilizace
pii 121 °C po dobu 20 minut. Pfipraveny LB agar byl podle potifeby rozvaren
v mikrovlnné troubé a rozlit do Petriho misek.

Ampicilin (100 mg/ml)

4.3.2 Roztoky pro lyzu bakterialnich bunék a izolaci plazmidové DNA

GLC roztok s lysozymem — 25 ul 1M glukoézy, 10 ul 0,5 M EDTA (pH 8,0)
a 12,5 1M Tris-HCI1 (pH 8,0) byl doplnén 425,5 pl destilované vody; té€sné
pred pouzitim byl k roztoku piidan lysozym tak, aby vysledna koncentrace byla
0,2 mg-ml™.

0,5 M EDTA (pH 8,0) — 186,1 g EDTA bylo rozpusténo v 800 ml destilované
vody za stalého michani na magnetické micha¢ce. Pomoci NaOH bylo upraveno
pH na hodnotu 8,0. Roztok byl doplnén do objemu 11 destilovanou vodou,
rozdélen do alikvotnich podilu a sterilizovan v autoklavu 20 minut pii 121 °C

IM Tris-HCI (pH 7,8) — 12,1 g Tris-baze bylo rozpusténo v 80 ml destilované
vody. pH roztoku bylo upraveno pomoci koncentrované HCl na hodnotu 7,8.
Roztok byl doplnén destilovanou vodou na objem 100 ml a sterilizovan
v autoklavu 20 minut pii 121 °C.

LYZ roztok — 50 ul 2 M NaOH a 50 ul 10% SDS bylo doplnéno 400 pl sterilni
destilované vody.

Roztok SDS (10 %) — 10 g SDS bylo rozpusténo v 80 ml destilované vody pfi
teploté 68 °C. Pomoci koncentrované HCI bylo upraveno pH na 7,0. Roztok byl
doplnén do 100 ml destilovanou vodou. Sterilizace roztoku nebyla nutna.

HS roztok — 60 ml 5M octanu sodného bylo doplnéno 40 ml kyseliny octové
(p.a.) na vysledné pH 4,8. Roztok byl sterilizovan po dobu 20 minut.

TE pufr — roztok byl pfipraven sterilné ze zasobnich roztokti 1M Tris-HCI (pH
7,8) a 0,5M EDTA (pH 8,0). Byl smichan 1 ml Tris-HCI (pH 7,8), 200 ul EDTA
(pH 8,0) a 98 ml destilované vody.

4.3.3 Roztoky pro agarozovou gelovou elektroforézu a vizualizaci DNA

Agarozovy gel (1%) — 0,7g agardozy bylo rozvareno v 70 ml
0,5x koncentrovaného TBE pufru
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TE pufr — 1 ml 1 M Tris-HCI (pH 8,0) a 0,2ml 0,5M EDTA (pH 8,0) bylo
doplnéno sterilni destilovanou vodou do 100 ml.

0,5x TBE pufr — 54 g Tris-baze a 27,5 g kyseliny borité bylo rozpusténo
v 600 ml destilované vody. Poté bylo pfiddino 20 ml 0,5M EDTA (pH 8,0)
a doplnéno destilovanou vodou do 1000 ml. Pfed pouzitim byl TBE pufr 10x
zfedén na vyslednou koncentraci.

Nanaseci pufr Yellow load (6x koncentrovany) (Top-Bio, Praha, CR) — roztok
byl pfed pouzitim smichan se vzorkem plazmidové DNA v poméru 1:5.

Barvici lazefi — 100 pul roztoku ethidiumbromidu (2,5 mg-ml™) bylo zfed&no
500 ml destilované vody.

4.3.4 Roztoky pro purifikaci plazmidové DNA

4.4

40% PEG 6000 — navazka 40 g PEG 6000 byla rozpusténa v 60 ml sterilni
destilované vody. Roztok byl doplnén sterilni destilovanou vodou do 100 ml.
Roztok byl uchovavan pti 4 °C.

K,HPO, (26,41%) — navazka 13,205 g K,HPO, byla rozpusténa v 30 ml sterilni
destilované vody. Roztok byl doplnén sterilni destilovanou vodou do 50 ml.

(NH4),SO4 (20%) — navazka 10 g (NHy),SO, byla rozpusténa v 50 ml odmérné
barce ve 30 ml sterilni destilované vody a roztok byl doplnén po znacku.

Pristroje a pomiucky

Analytické vahy OHAUS Pioneer (Ohaus, New Jersey, USA)
Centrifuga MINI Spin (Eppendorf, Hamburg, Nemecko)
Centrifuga Spectrafuge Mini (Labnet Int., New Jersey, USA)
Laboratorni vahy OHAUS CS 200 (Ohaus, New Jersey, USA)
Magneticky separator DynaMag (Invitrogen, Oslo, Norsko)

Mikropipety Discovery HTL o objemu 10, 20, 200 a 1000 pl (PZ HTL, Varsava,
Polsko)

Mikrovlnna trouba SMW 2320 (Sencor, CR)
NanoPhotometer (Implen, Mnichov, Némecko)
Termostat BT 120 (Praha, CR)

Transiluminator TVR 3121 (Spectroline, Albany, USA)
Ttepacka MS2 Minishaker (IKA, Némecko)
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e Zafizeni pro elektroforézu Easy — Cast, model B1 a B3 (Owl Scientific, USA)

e Zdroj elektrického napéti pro elektroforézu Enduro 300 V (Labnet Int.,
Woodbridge, USA)

e Bézné laboratorni sklo, plastové nadobi a pomicky

4.5 Metody

Jednotlivé postupy byly provedeny podle navodu k laboratornim cvi¢enim Analyza
vybranych druhti bakterii mlécného kvaseni pomoci metod molekularni biologie s drobnymi
zmeénami [17].

4.5.1 Kultivace bakteridlnich bunék E. coli JM 109, E. coli JM 109 (pUC19) a ovéreni
pritomnosti plazmida v buiikach

Za ucCelem ovéfeni pfitomnosti plazmidu v buiikach byly pfipravené dvé kultury
bunek: £. coli IM 109 bez plazmidu a E. coli M 109 (pUC19) nesouci plazmid pUCI19.
Kultury byly kultivovany pomoci submerzni kultivace ve dvou sériich po dvou baikach
s tekutym LB médiem. V kazdé barice se nachazelo 10 ml LB média. Do dvou ban¢k bylo
pfidano 5 pl zéasobniho roztoku ampicilinu; vyslednd koncentrace ampicilinu v médiu byla
50 pl-ml™. Ob& kultury E. coli IM 109 byly o&kovany v objemu 0,1 ml tak, ze kazd4 kultura
byla ockovana do tekutého LB média s obsahem antibiotik a tekutého LB média bez obsahu
antibiotik. VSechny kultury byly ponechané na kultivaci v termostatu pii 37 °C do druhého
dne.

4.5.2 Kontrola ¢istoty bakterialni kultury

4.5.2.1 K¥iZovy roztér

Vyzihanou ockovaci klickou byla asepticky odebrana mala mnozstvi kultury bunék
narostlych v LB médiu: E. coli IM 109 bez plazmidu a E. coli IM 109 (pUC19) nesouci
plazmid pUC19. Kazd4 kultura byla naofkovéna kiizovym roztérem na misky s LB agarem
a ampicilinem a na misky s LB agarem bez ampicilinu. Bylo nadzvednuto vi¢ko Petriho
misky s LB agarem a ampicilinem a udé€lany klickou 3 - 4 vodorovné cary po povrchu agaru.
Klicka byla vyzihana a byly provedeny dalsi 3 - 4 tahy kolmo pies prvni Cary. Klicka byla
opét vyzihana a byly udélany dalsi cary. Klicka byla vyzihana potfeti a pies posledni
nanesené ¢ary byla udélana vinovka. Mezi jednotlivymi kroky roztéru bylo piiklopeno vicko
misky. Stejnym zpuasobem byl proveden kfizovy roztér na Petriho misku s pevnym LB
agarem bez ampicilinu. Inkubace probihala v termostatu pti 37 °C po dobu 30 hodin.

4.5.3 Izolace plazmidové DNA (alkalicka lyze)

Plazmidova DNA byla izolovana ve dvanacti opakovanich z tekuté bakterialni kultury,
ktera byla kultivovana v LB médiu. Po 1,5 ml bakterialni kultury E. coli JM 109 (pUC19)
bylo pipetovanych do Sesti Eppendorfovych zkumavek a centrifugovanych po dobu 1 minuty
pii 14500 ot/min. Jednim pievracenim zkumavky byl odlit odd€leny supernatant.
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K sedimentu bylo pfidano 100 pl roztoku GLC slysozymem. Smeés byla roztfepana
a ponechana na inkubaci po dobu 5 minut pfi laboratorni teploté. Nasledné bylo ke smési
pfidano 150 pl roztoku LYZ sobsahem NaOH, promichano a ponechdno na inkubaci
v ledové lazni po dobu presné 5 minut pii teploté 0 °C. Po uplynuti 5 minut bylo do kazdé
zkumavky pifidano 150 pl roztoku HS, roztoky byly 5x promichany pfevracenim a ponechany
na inkubaci 15 minut pfi 0 °C. Nasledné byly vzorky centrifugovany po dobu 5 minut pfi
14 500 ot/min. Oddéleny sediment obsahovat vysrazenou chromozomalni DNA a zbytky
lyzovanych bunék. Dale se pracovalo se supernatantem, ktery obsahoval plazmidovou DNA.
Supernatant byl odebran do Cistych Eppendorfovych zkumavek. Ke kazdému vzorku bylo
pfidano 900 pl ethanolu, smés byla promichana a ponechana na inkubaci po dobu 15 minut
pii teploté -20 °C, pfiemz doSlo k vysrazeni plazmidové DNA. Vzorky byly nasledné
centrifugované po dobu 5 minut pfi 14 500 ot/min a tim doSlo k odd€leni vysrazené
plazmidové DNA a supernatantu. Supernatant byl Setrné jednim prevracenim zkumavky vylit,
zbytky roztoku byly vysuSeny buniCinou a zkumavky se sedimentem byly vysuSeny
v exikatoru po dobu 15 minut. Vysusené vzorky byly rozpustény v 50 ul TE pufru a vSechny
vzorky izolované plazmidové DNA byly slité do jedné Eppendorfovy zkumavky.

4.5.4 Gelova elektroforéza plazmidové DNA

Byl pfipraven 1 % agardzovy gel (0,33 g agardzy v 33 ml 0,5x TBE pufru). Suspenze
byla peclivé rozvarena v mikrovinné troubé a byla ochlazena na teplotu asi 60 °C. Suspenze
byla nalita do elektroforetické vanicky s hiebinkem a ponechana 0,5 — 1 hodinu tuhnout. Pred
nanaSenim vzorkl na gel byl opatrné vyjmut hiebinek. Na podlozce (parafilmu) byly
pfipraveny 3 vzorky o riznych koncentracich izolované plazmidové DNA. Byl smichan 1 pl
plazmidové DNA, 14 pl sterilni vody a 3 pl nanaseciho pufru. Druhy vzorek obsahoval 3 pul
plazmidové DNA, 12 ul sterilni vody a 3 ul nanaseciho pufru a tfeti vzorek obsahoval 5 pl
plazmidové DNA, 10 pl sterilni vody a 3 ul nanaseciho pufru. Poté byly smési naneseny do
komurek gelu. Gel byl vlozen do elektroforetické vanicky v takové orientaci, aby zaporné
nabita DNA migrovala k anod€. Vanicka s gelem byla opatrné pfevrstvena 0,5x TBE pufrem
do vysky 2-3 mm nad gel a byl zapnut zdroj gelové elektroforézy (60 V — 1 hod). Separace
byla ukoncena v okamziku, kdy bromfenolova modf obsazena v nanasecim pufru doputovala
do 2/3 délky agarézového gelu. Po skonceni elektroforézy byl gel obarven ethidium
bromidem (0,5 pg-ml™) po dobu 0,5 - 1 hod. Gel byl oplachnut v destilované vod&, umistén
na transiluminator a vyhodnocen v UV svétle pti vinové délce A =305 nm. Byla provedena
fotografickd dokumentace pomoci digitalniho fotoaparatu.

4.5.5 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty bakterialni DNA

Koncentrace izolované plazmidové DNA byla méfena spektrofotometricky pfistrojem
NanoPhotometer pomoci specialnich kyvet Laber Gard. V =zavislosti na ocekévané
koncentraci DNA bylo vybrano vicko (lid) s odpovidajicimi parametry pro NanoPhotometer,
jak je uvedeno v Tabulce 1. Pfed samotnym meéfenim byly vzorky DNA vytemperovany na
laboratorni teplotu a peclivé promichéany. Jako referencni vzorek byl pouzivan TE pufr. Byla
meéfena absorbance v rozmezi vinovych délek 230 — 320 nm. Z displeje piistroje byly
odecteny hodnoty absorbanci pfi vinovych délkach 230, 260, 280 a 320 nm a jejich poméry
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A260nm/A280nm @ Azsonm/Azzonm. Koncentrace DNA byla stanovena dle hodnoty absorbance pfi
vlnové délce 260 nm [36].

Tabulka 1: Parametry pro NanoPhotometer

Vicko Lid 10 Lid 50
Opticka draha (nm) 1 0,2
Objem vzorku (ul) 3-5 0,7-4
Mgéifitelny rozsah DNA (pg-ml™) | 15— 700 | 250 — 4000

4.5.6 Separace nukleovych kyselin v dvoufazovém vodném systému

SloZeni pouzitych smési dvoufazovych vodnych systémi je uvedeno v Tabulce 2. Dle
Tabulky 3 byly pfipraveny smési do 1,5 ml Eppendorfovy zkumavky. Vzorky byly
promichany a ponechany v temné¢ pii laboratorni teploté do druhého dne. Byla odebrana horni
vrstva 15 pl a spodni vrstva 15 pl. Byla zméfena koncentrace a provedena elektroforéza.

Tabulka 2: Dvoufazové systémy

a | PEG 6000 (40%)

b, | K,HPO, (26,41%)

b, | (NH,),S0;4 (20%)

¢ | plazmidova DNA

Tabulka 3:SloZeni dvoufazovych systému

a b1, b, c
() | (u) | (uD)

60 20 20

50 30 20

40 40 20

30 50 20

20 60 20

QNN (W=

10 70 20

4.5.7 Elektroforéza plazmidové DNA pUC 19 na agarézovém gelu

Podle kapitoly 4.5.4 byl pripraven agardzovy gel. Na podlozce bylo pfipraveno
12 vzorki odebranych zhorni vrstvy dvoufazového systému. 6 vzorki o raznych
koncentracich purifikované plazmidové DNA bylo s K;HPO, a 6 vzorkd s (NH4),SOs.
DalSich 12 vzorki bylo odebranych ze spodni vrstvy dvoufazového sytému s K,HPO,
a (NH,4),SO, o riznych koncentracich purifikované plazmidové DNA. Vsech 24 vzorkd bylo
pfipraveno smichanim vzdy 10 pl purifikované plazmidové DNA se 2 pl nanéSeciho pufru.
Déle bylo pokracovano dle postupu uvedeného v kapitole 4.5.4.

4.5.8 Srazeni RNA chloridem lithnym

Pomoci této metody se srazi ribosomalni tRNA a mediatorovda mRNA. Malé molekuly
transferové tRNA a ribosomalni SSRNA zlistavaji v roztoku.
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K 50 pl plazmidové DNA bylo pfidano 100 ul TE pufru a 50 pl 10 M LiCl (kone¢na
koncentrace LiCl byla 2,5 M). Smés byla promichana a inkubovéna na ledé po dobu 30 minut
pii 0°C. Nasledné byla smés centrifugovana 10 minut pfi 14 000 ot/min. a oddé€leny
supernatant obsahujici plazmidovou DNA byl odebran do cisté Eppendorfovy zkumavky.
Plazmidova DNA v supernatantu byla vysrazena 500 ul 96% ethanolu (2,5 nasobek
odebraného supernatantu o objemu 200 pl), smés byla inkubovana po dobu 15 minut pfi
teplot¢ -20 °C. Vysrazena plazmidova DNA byla centrifugovana po dobu 10 minut pfi
14 000ot/min. Supernatant byl dukladné slit a plazmidova DNA v podobé sedimentu byla
vysusena v exikatoru do uplného vyschnuti. Ziskany vysuseny sediment byl rozpustén v 50 ul
TE pufru. Nasledujici den byla zméfena koncentrace purifikované plazmidové DNA a byla
provedena elektroforéza stejnym zpusobem jako u plazmidové DNA bez ptidavku chloridu
lithného.

4.5.9 §tépeni RNA imobilizovanou RNazou A

Do péti Eppendorfovych zkumavek byl pipetovan 1 ul plazmidové DNA, 1 ul
imobilizované RNazy A a 13 pul TE pufru. Pfipravené smési byly inkubovany pii 37 °C
v ruznych ¢asech 0, 30, 60, 120 a 180 minut. Po uplynuti doby inkubace byly zkumavky
umistény na 20 minut do magnetického separatoru a magneticky nosi¢ s imobilizovanou
RNazou A byl odseparovan. V pritomnosti magnetu byl supernatant opatrné odpipetovan ze
zkumavky. Byla provedena agardzova gelova elektroforéza takto oSetfenych vzorkt a vzorku,
ktery neobsahoval imobilizovanou RNazu A (1 pl izolované plazmidové DNA a 14 ul TE
pufru). Na parafilmu bylo 10 ul supernatantu smichano se 2 pl nanaseciho pufru.
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5 VYSLEDKY

5.1 Kultivace bakteridlnich bunék E. coli JM 109, E. coli IM 109 (pUC19) a
ovéreni pritomnosti plazmidu v buiikach

Bakterialni buky F£. coli IM 109 a E. coli IM 109 (pUC19) byly kultivovany
v tekutém a na pevném LB médiu za ucelem dokézani Cistoty kultury a zivotaschopnosti
mikroorganismiu.

5.1.1 Kultivace v tekutém médiu

Bakterialni kolonie narostlé na pevném médiu byly preoCkovany do tekutého LB
média (inokulace 1 %) s obsahem antibiotik a tekutého LB média bez obsahu antibiotik. Po
30 hodinach kultivace byl pozorovan krémovy sediment a krémovy zakal. Vysledky jsou
uvedeny v Tabulce 4.

Tabulka 4: Vyhodnoceni ristu bun¢k v LB médiu

LB médium .
Kultura Y 1. | LB médium
(ampicilin, S0 pg-ml™)
E. coli IM 109 — +
E. coli IM 109 (pUC19) + +

+ pfitomnost zakalu,
— absence zakalu

- Na médiu s ampicilinem rostly a vytvarely ziakal média buiiky kultury E. coli
JM 109 (pUC19). Buniky kultury E. coli JM 109 v pritomnosti ampicilinu nerostly a
netvorily zakal.

5.1.2 Rast bakterialnich bunék na pevném médiu

Z bunék narostlych v tekutém médiu byl proveden kifizovy roztér na pevné médium
s LB agarem. Po 30 hodinach kultivace v termostatu pfi teploté 37 °C husté narostly krémoveé-
mlécné malé kolonie okolo 0,5 mm v primeéru. Kolonie narostlé z bakterialni kultury E. coli
JIM 109 (pUC19) v pfitomnosti ampicilinu jsou uvedeny na Obrazku 6, kolonie narostlé
z bakterialni kultury E. coli JM 109 (pUC19) jsou uvedeny na Obrazku 7. Vyhodnoceni
experimentl je uvedeno v Tabulce 5.
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Obrazek 6: Kolonie bakterialni kultury £ coli JM 109 (pUC19) narostlé¢ na LB agaru v pfitomnosti
ampicilinu

Obrazek 7: Kolonie bakterialni kultury £. coli JM 109 (pUC19) narostl¢ na LB agaru

Tabulka 5: Vyhodnoceni ristu bun¢k na pevném agarovém médiu

LB médium
Kul LB
ultura (ampicilin, 50 pg-ml™) asar
E. coli TM 109 — +
E. coli M 109 (pUC19) + +

+ pfitomnost zakalu,
— absence zakalu

- Bylo ovéfeno, ze na pevném médiu s ampicilinem rostly kolonie bunék E. coli
JM 109 (pUC19) na rozdil od kolonii kmene E. coli JM 109.
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5.2

Vysledky jsou uvedené na Obrazku 8.

Izolace plazmidové DNA pUC19

Plazmidova DNA byla izolovana z 1,5 ml bakterialni kultury £. coli M 109 (pUC19)
metodou alkalické lyze ve dvanacti opakovanich dle kapitoly 4.5.3. Pfitomnost plazmidové
DNA byla ovéfena agar6zovou gelovou elektroforézou na 1% agardze (kapitola 4.5.4).

plazmidova DNA ———>

RNA ——>

Obrazek 8: Agardzova gelova elektroforéza plazmidové DNA pUC19

Béh DNA DNA H,0 Objem nanaseciho D.etek?e
(ul) (ub) pufru (ul) plazmidové DNA
1 pUC19 1 14 3 +
pUC19 3 12 3 n
3 pUC19 5 10 3 n
+ DNA byla detegovana

- Izolovana plazmidova DNA byla vraznych koncentracich detegovina na

5.3

stanoveni jsou uvedeny v Tabulce 6.

agarozovém gelu. Izolovana plazmidova DNA obsahovala velké mnozstvi RNA.

Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a istoty plazmidové DNA

Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty plazmidové DNA bylo provedeno
dle postupu uvedeného v kapitole 4.5.5. Zaroveni byla zaznamenana hodnota poméru
absorbance pfi vinovych délkadch A =260 nm a A =280 nm. Vysledky spektrofotometrického
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Tabulka 6: Spektrofotometrické stanoveni koncentrace plazmidové DNA

c
DNA (ng:ml™) Az30nm | Az6onm | A2s0nm | A32onm | A260/280nm | A260/230nm
puUCIO 810 012 | 033 | 015 0 2,15 2,82

- Izolovana plazmidova DNA méla koncentraci 810 ug-ml'l. Plazmidova DNA
obsahovala RNA (A260nm/A280nm > 2,0).

5.4  Purifikace plazmidové DNA

Byla ovéfovana purifikace izolované plazmidové DNA riznymi metodami. Cilem
bylo odstranit ze vzorki RNA. Vysledky byly ovéfeny spektrofotometricky a pomoci
agarozove gelové elektroforézy.

5.4.1 Separace nukleovych kyselin pomoci dvoufazovych vodnych systému

Byla provedena purifikace plazmidové DNA pomoci dvoufazovych vodnych systému
podle postupu uvedeného v kapitole 4.5.6. Na Obrazku 9 jsou dvoufazové systémy s pouzitim
K,HPO, a na Obrazku 10 je systém s (NH4),SO,4. Detail vrstev je na Obrazku 11. Cislo na
Eppendorfové zkumavce je shodné s Cislem dané smési dle Tabulky 3. Spektrofotometricky
byla ovéfena koncentrace nukleovych kyselin hornich a spodnich vrstev dvoufazovych
systémt, jak pro systémy s hydrogenem fosforeCnanem draselnym, tak pro systémy se
siranem amonnym. Vysledky spektrofotometrického stanoveni jsou uvedeny v Tabulce 7
a Tabulce 8.

Obrazek 9: Dvoufazovy systém s K,HPO,
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Obrazek 10: Dvoufazovy systém s (NH,),SO,

1¢ -

-
‘s

Obrazek 11: Detail vrstev dvoufazovych systému s K,HPO,

Tabulka 7: Spektrofotometrické stanoveni koncentrace nukleovych kyselin ve vrstvach dvoufazového

systému s K,HPO,

vzorek | vrstva ¢ 4y | A230nm | A260nm | A280 nm | A320 nm Aztnm/ Azetnm/
(ng-ml™) A280 nm A230 nm

1 Horni o5 0.06 | 005 | 004 | 001 1.52 0.81

Spodni | 183 0.09 | 009 | 007 | 002 1,46 1,01

, Horni | 153 0.15 | 010 | 008 | 0.04 1,61 0,58

Spodni | 288 031 | 037 | 025 | 0.06 1,67 127

X Horni | 203 022 | 015 | 012 | 007 1,59 0,54

Spodni | 385 025 | 022 | 015 | 007 1.81 0.85

) Homni | 242 0.19 | 015 | 011 | 005 1.67 0.71

Spodni | 338 0.16 | 017 | 011 | 004 1,82 111

5 Horni | 113 0.10 | 006 | 005 | 002 1.67 0.60

Spodni | 245 0.08 | 011 | 006 | 001 1,92 131

) Horni | 145 0.11 | 007 | 005 | 001 1,66 0.63

Spodni | 182 0.09 | 009 | 006 | 002 1,70 1,04
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- Koncentrace nukleovych Kkyselin (plazmidové DNA) v horni vrstvé byla v rozmezi
95 a7 242 pg-ml”. Koncentrace nukleovych kyselin (plazmidové DNA) ve spodni
vrstvé byla v rozmezi 182 az 385 pg-ml™.

Tabulka 8: Spektrofotometrické stanoveni koncentrace nukleovych kyselin ve vrstvach dvoufazového

systému s (NHy),SO,
vzorek | vrstva (ug-cml'l) A230nm | A260nm | A280nm | A320nm 1:22680011;"; 1:226:0111/1
1 Horni 40 0.05 | 003 | 003 | 00l 133 0,43
Spodni 85 0.05 | 004 | 003 | o001 1.62 0.72
, | Homi 475 0.03 | 002 | 001 0 1.46 0.73
Spodni 170 0.08 | 009 | 008 | 00l 1.21 1.21
5 Horni 108 0.05 | 005 | 003 | 001 1,54 0,94
Spodni | 238 0.18 | 016 | 013 | 006 1.34 0,84
, | Homi 103 0.04 | 005 | 003 0 1,58 1,03
Spodni 158 0.05 | 007 | 005 0 1,54 1.34
; Horni 270 022 | 017 | 013 | 006 1.64 0.67
Spodni | 358 020 | 020 | 014 | 006 1,66 1,03
. | Homi 423 020 | 021 | 014 | 004 1.84 1,08
Spodni | 593 031 | 031 | 020 | 007 1.84 1,00

> Koncentrace plazmidové DNA v horni vrstvé byla v rozmezi 40 az 423 pg-ml™.
Koncentrace plazmidové DNA ve spodni vrstvé byla v rozmezi 85 az 593 pg-ml™.

5.4.1.1 Elektroforéza purifikované plazmidové DNA

Pomoci agardzové gelové elektroforézy na 1% agardze byla ovérena pritomnost

plazmidové DNA pro horni i1 spodni vrstvu dvoufazového systému obsahujicim K,HPO, nebo
(NH4),S0,. Vysledky jsou uvedeny na Obrazku 12.
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plazmidova DNA v
riaznych konformacich

Obrazek 12: Agardzova gelova elektroforéza plazmidové DNA po separaci pomoci dvoufazového
vodného systému

... | Vzorek Kor‘lcent,race M‘nozs',wi UV detekce
Béh N Vrstva plazmldoveleNA plazmidové DNA DNA RNA
(ugml™) (ng)
KzHPO4
1 1 95 1,0 ~ B
2 2 153 1.5 B -
3 3 ) 203 2,0 . v
4 4 horni YD 24 = =
5 5 113 1.1 . voe
0 6 145 1.5 . voe
7 1 183 1,8 oo 600
8 2 288 2,9 eoe coo
9 3 ) 385 3,9 oo 00
10 4 | spodni 338 3.4 oo cos
11 5 245 2,5 oo 600
12 6 182 1,8 eoe coe
(NH4),SO04
13 1 40 0,4 - B
14 2 47.5 0.5 . :
15 3 , 108 11 . .
16 4 horni 102 T - =
17 5 270 2,7 eoe coe
18 6 423 42 oo 00




19 1 85 0,9 oo °
20 D 170 1,7 oo .
21 3 ; 238 2.4 oo (1Y)
22 4 SpOdm 158 1,6 (Y (YY)
23 5 358 3,6 oo (1Y)
24 6 593 5,9 (Y (YY)

Pozn.: e ee eee: detekce malého, stfedniho resp. vétSiho mnozstvi plazmidové DNA

— Na gelu byla detegovana plazmidova DNA a RNA. Nejvice plazmidové DNA bylo
detegovano v béhu 24.

5.4.2 Srazeni RNA chloridem lithnym

Podle postupu uvedeného v kapitole 4.5.8 bylo provedeno srazeni RNA chloridem
lithnym. Spektrofotometricky stanovené koncentrace plazmidové DNA po srazeni RNA
pomoci LiCl jsou uvedeny v Tabulce 9.

Tabulka 9: Spektrofotometrické stanoveni koncentrace plazmidové DNA po presrazeni
RNA LiCl

c
DNA (ng-ml™) A230nm | A26onm | A2sonm | A320nm | A260nm/280nm | A260nm/230nm
pUCI9 1088 023 | 044 | 025 | 001 1,78 1,95

- Koncentrace plazmidové DNA po purifikaci (srazeni RNA pomoci LiCl) byla
1088 ug/ml. Vzorek plazmidové DNA byl lehce znecistén proteiny
(A260nm/A280nm < 1,8).

Agarozovou gelovou elektroforézou na 1% agardze byla ovéfena purifikace
plazmidové DNA a srovnana s nepurifikovanou plazmidovou DNA. Vysledky jsou uvedeny
na Obrazku 13.
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RNA

Obrazek 13: Agardzova gelova clektroforéza vzorki plazmidové DNA pUCI19 po srazeni RNA
chloridem lithnym

Mnozstvi | Mnozstvi Objem Detekce Detekce
Béh DNA plazmidové H,0 nanaSeciho | plazmidové RNA

DNA (nl) (nl) pufru (ul) DNA

1 pUCI19 1 14 3 + +

2 pUCI19 3 12 3 + +

3 pUCI19 5 10 3 + +

4 pUC19 po srazeni LiCl 1 14 3 + -

5 pUC19 po srazeni LiCl 3 12 3 + -

6 pUC19 po srazeni LiCl 5 10 3 + -

- Plazmidova DNA byla v ruznych koncentracich detegoviana na agarézovém gelu.
Po srazeni RNA pomoci chloridu lithného nebyla detegovana RNA.

5.4.3 Purifikace plazmidové DNA imobilizovou RNazou A

K odstranéni RNA byla pouzita imobilizovanda RNaza A dle postupu uvedeného
v kapitole 4.5.9.

Purifikovana plazmidova DNA byla v riznych casech inkubace detegovana na
agarozovém gelu. Po degradaci RNA pomoci imobilizované RNazy A nebyla detegovana
RNA. Vycisténa plazmidova DNA byla vizualné srovnana s nepurifikovanou plazmidovou
DNA, ktera obsahovala velké mnozstvi RNA. Vysledky jsou uvedené na Obrazku 14.
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Obrazek 14: Agarozova gelova elektroforéza purifikované plazmidové DNA pUCI19 po degradaci
RNA

Béhy: Na gel bylo nanaseno vzdy 10 pl degradované plazmidové DNA a 2 ul nanaseciho
pufru.

Imobilizovana Cas Detekce Detekce
Béh Vzorek RNiza A (ul) inkubace | plazmidové RNA
(min) DNA
1 pUC19 (kontrola) - 0 + +
2 | pUCI19 po degradaci RNA + 0 + —
3 pUC19 po degradaci RNA + 30 + —
4 | pUCI19 po degradaci RNA + 60 + —
5 | pUC19 po degradaci RNA + 120 + —
6 | pUCI19 po degradaci RNA + 180 + —

- Plazmidova DNA byla v ruznych koncentracich detegovana na agarézovém gelu.
Po degradaci RNA imobilizovanou RNazou A nebyla detegovana RNA.
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6 DISKUZE

6.1  Ovéreni pritomnosti plazmidu v bunikach

Po kultivaci obou bakterialnich kultur £. coli JM 109 a E. coli IM 109 (pUC19) byla
potvrzena pfitomnost plazmidu v kultufe E. coli JM 109 (pUC19). Rast kultury E. coli
IM 109 (pUC19) se projevil vytvofenim zakalu v médiu. Vyskyt antibiotika v LB médiu
nem¢l vliv na rast kultury £. coli IM 109 (pUC19), protoze plazmid pUC19 obsahuje gen pro
rezistenci na ampicilin. Bakterialni kultura E. coli JM 109 se po kultivaci v médiu projevila
absenci zakalu. Z tohoto vysledku je patmé, ze bakterialni kultura E. coli M 109 nema
rezistenci vaci antibiotiku, tedy neobsahuje plazmid pUC19. Obé kultury E. coli IM 109
narostly v nepfitomnosti ampicilinu, jak na Petriho miskach, kde vytvorené kolonie prokéazaly
Cistotu kultury, tak 1 v LB médiu. Bylo prokazano, ze bakterialni kultura £. coli JM 109
(pUC19) nese plazmid, a proto je mozné ji pouzit na izolaci plazmidové DNA.

6.2 Izolace plazmidové DNA

Z 1,5 ml kultury bunék E. coli IM 109 (pUC19), ktera byla narostla v LB médiu
s ampicilinem, byla ziskana alkalickou lyzou plazmidova DNA. Pfitomnost izolované
plazmidové DNA byla ovéfena pomoci agardzové gelové elektroforézy. Po obarveni gelu
interkalaCnim c¢inidlem byly vysledkem prouzky tzv. bendy, jejichz intenzita je umeérna
koncentraci DNA a reprezentuje rizné konformace DNA. Dale bylo ve spodni casti
elektroforeogramu (Obrazek 8) mozné pozorovat intenzivni pasy, které piedstavovaly
znecisténi RNA.

Pro zjisténi koncentrace a Cistoty plazmidové DNA bylo provedeno méfeni absorbance
na NanoPhotometru v rozmezi vlnovych délek 230 - 320 nm. Koncentrace DNA byla
vypocitana z hodnoty Ajsonm. Pomér absorbance pii vinovych délkach A =260 nm
a A =280 nm vyjadiuje miru znec€isténi vzorku proteiny (pokud je Azsonm/A2s0nm < 1,8) nebo
RNA (kdyz je Azsonm/Azsonm > 2,0). Pro Cistou DNA (vhodnou pro dal§i pouziti pii
amplifikaci) by mél byt pomér 1,8 —2,0. Plazmidova DNA byla izolovana z bunétné kultury
o koncentraci 810 pg-ml™. Jak jiz bylo zjisténo z agar6zové gelové elektroforézy, plazmidova
DNA byla zneci§téna RNA. Pomér absorbanci Ajgonm/Azsonm byl vEtsi nez 2.

6.3  Purifikace plazmidové DNA

6.3.1 Separace nukleovych kyselin v dvoufazovém vodném systému

Pii purifikaci plazmidové DNA byly pouzity dva dvoufazové systémy s riznymi
koncentracemi a druhy soli (K;HPO4 nebo (NH4),SOy). V zavislosti na slozeni systému byla
spektrofotometricky stanovena koncentrace nukleovych kyselin v obou fazich a pomoci
pomeéru absorbanci Ajgonm/Azsonm Stanovovana mira znecisténi plazmidové DNA pUCI19
proteiny a RNA. Naméfené pomery Azsonm/Azsonm, které stanovuji Cistotu plazmidové DNA,
byly vyhovujici, pokud byly v rozmezi 1,8 - 2,0. Z vysledkq, pfi pouziti systému s K,HPO4
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(Tabulka 7) je patrné, Ze tomuto kritériu vyhovuje pouze spodni vrstva vzorka 4, 5 a 6.
Ostatni vzorky byly znecistény proteiny. Pfi pouziti systému s (NH4),SO, (Tabulka 8)
vyplyva, Ze Cistota plazmidové DNA byla vyhovujici jen u vzorku 6.

6.3.2 Purifikace plazmidové DNA chloridem lithnym

Agarozovou gelovou elektroforézou byla detegovana plazmidova DNA po srazeni
chloridem lithnym. Vy¢isténa plazmidovda DNA byla vizudlné srovnéna s nepurifikovanou
plazmidovou DNA, kterd obsahovala velké mnozstvi RNA (Obrazek 13). Po purifikaci
chloridem lithnym doslo k efektivnimu odstranéni RNA. Purifikovana plazmidova DNA byla
v malé mife znecisténa proteiny, coz bylo dokazano spektrofotometricky.

6.3.3 Purifikace plazmidové DNA nosi¢em s imobilizovou RNazou A

Po purifikaci plazmidové DNA nosi¢em s imobilizovanou RNéazou A doslo
k vyraznému odstranéni RNA. Pfi této metodé bylo pomoci agarozové gelové elektroforézy
detegovano mensi mnozstvi DNA, coz bylo zifejmé zpliisobeno ziedénim vzorki.
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7 ZAVER

Genové technologie umoziuji genové upravy buné€k nejriznéjSich organismda.
V soucasné dobé je genova terapie otazkou vybéru genu, vektort a transfekce. Dodani genu
do cilové burky (organismu) je klicem k uspésné genové terapii. Idealni vektor pro doruceni
by mél mit vysokou ucinnost transfekce a dobrou biokompatibilitu. Lze predpokladat, ze
v blizké budoucnosti budou pfipraveny nové nanocastice vyuzitelné jako vektory pro prenos
DNA v Iékarském vyzkumu a 1é¢bé.

V experimentalni ¢asti prace byla provedena izolace a nasledna purifikace plazmidové
DNA pUCI109. Pii srazeni plazmidové DNA chloridem lithnym doslo k efektivnimu odstranéni
RNA. Pii pouziti degradace RNA pomoci imobilizované RNazy A byla RNA degradovana.
Koncentrace plazmidové DNA byla ale viéi vySe uvedenému postupu nizsi (v dusledku
ziedéni vzorkt). Dale byla testovana izolace plazmidové DNA pUC19 pomoci dvoufazovych
vodnych systémi. Byly pouzity 2 systémy s riznymi koncentracemi a druhy soli (K;HPO4
nebo (NH4),SO,). V zavislosti na slozeni systému byla spektrofotometricky stanovena
koncentrace nukleovych kyselin v obou fazich a pomoci poméru absorbanci Ajsonm/A280nm
stanovovana mira znecCisténi plazmidové DNA pUCI19 proteiny a RNA. Pomoci gelové
elektroforézy bylo zjistovano, zda dochazi k preferencni separaci plazmidové DNA a RNA do
nekteré z fazi. Metoda vyzaduje delsi optimalizaci, pficemz je nutné hledat vhodny pomér
smési dané soli a polyethylenglykolu PEG 6000.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

DNA — Deoxyribonukleova kyselina
RNA - Ribonukleova kyselina
mRNA — Mediatorovda RNA

rRNA — Ribozomalni RNA

tRNA — Transferova RNA

kbp — kilo pard bazi

oc plazmidova DNA - oteviena kruznicova plazmidova deoxyribonukleova kyselina

sc plazmidova DNA — nadsroubovicova plazmidova deoxyribonukleova kyselina
P(HEMA-co-GMA) - poly(hydroxyethylmethylkrylat-co-glycidylmethakrylat)
UV — Ultrafialové zafeni

EDTA - etylendiamintetraoctova kyselina

PEG - polyethylenglykol

SDS — dodecyl sulfat sodny

TBE — Tris-borat-EDTA

TE — Tris-EDTA

Tris-HCI — Tris hydroxymethyl-aminomethan hydrochlorid
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