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Abstract: Isolation DNA is a 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 is used: Channelrhodopsin-2, ASAP and KIR. Seven plasmids were isolated in total.
These plasmids are then validated using gel electrophoresis. Successfully isolated plasmids are then
transfected to HEK293 and taken on confocal microscope 24 hours after transfection.
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. UVOD

Amplifikaci plasmidové DNA neni mozné kvuli jejim vlastnostem provadét komerénimi zptsoby,
napt. pomoci PCR. Z tohoto ditvodu je pro amplifikaci bézné vyuzivano bakterialnich linii, do kte-
rych se plasmidova DNA vpravi, namnozi a nasledné se izoluje. Takto ziskame kruhovou plasmi-
dovou DNA, ktera mtize obsahovat pfedlohu pro fadu membranovych konstrukti. Jako modelovy
organismus, do n¢hoz se nasledné mohou vkladat izolované plasmidy, slouzi velmi ¢asto buné¢na
linie HEK293. Diky jejich jednoduché transfekci a nulové expresi zvolenych konstruktt, byly pou-
zity jako modelova linie 1 v této praci. Hlavnimi cily prace jsou tedy: i) pomoci bakterialniho kme-
nu DH50 amplifikovat a izolovat plasmidové DNA membranovych kanalt Channelrhodopsin-2
(CHR2), KIR a ASAP a ii) ovéfit funkénost ziskané plasmidové DNA transfekci do bunéénych li-
nii HEK293, které by mé&ly diky expresi zvoleného plasmidu vykazovat fluorescenci.

. IZOLACE DNA

Cely pracovni proces amplifikace a izolace DNA je rozdélen do tfi hlavnich krokti: 1) ptfiprava
kompetentnich bun¢k; 2) transformace bunék a 3) izolace plasmidové DNA.

2.1. PRIPRAVA KOMPETENTNiCH BUNEK

Pro amplifikaci plasmidl je nutné vpravit tyto plasmidy do bakterii, které jsou schopny plasmido-
vou DNA piijmout (jednd se o kompetentni buiiky). Vhodnym typem bakterii jsou geneticky upra-
vené kmeny Escherichia Coli, které jsou stabilni a snadno se kultivuji. Kmen DH5a je vzhledem ke
svym ¢etnym mutacim zajist'ujicim vlastnosti pro hostitelskou expresi rozsifenym kmenem pouzi-
vanym pro transformace.[1] Kompetentni buiiky byly pfipraveny dle protokolu [1].

2.2. TRANSFORMACE

Pro vpraveni molekul DNA do kompetentnich bakterialnich bunék, je nutné nejprve destabilizovat
cytoplazmatickou membranu a nasledné se k naruSenym bakteriim piida zvolena kruhova DNA.
Naruseni se déje nejcastéji mirnym tepelnym Sokem ¢i pomoci vapenatych iontt [3]. Jestlize trans-
formace probéhne podle predpokladd, jsou nasledné ptipraveny buiiky s pozadovanym plasmidem
k izolaci. Transformace probihala podle protokolu [3].
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2.3. IZOLACE PLASMIDOVE DNA

Pro izolaci DNA Ize v praxi pouzit n¢kolik postupti. Nejéasteji vyuzivanymi metodami jsou ad-
sorpce na silikatovy povrch a fenol-chloroformova extrakce [3], pfipadné lze pouzit ncktery
z komercné piipravenych kit. V této praci byly plasmidy izolovany fenol-chloroformovou meto-
dou dle [5].

Vysledkem fenol-chloroformové extrakce bylo rozdéleni na tii faze — vodnou horni fazi, interfazi
obsahujici proteiny a spodni organickou fazi. Ve vodné fazi byla DNA vysraZzena isopropanolem a
po centrifugaci byla rozpusténa v TE pufru.

. TRANSFEKCE IZOLOVANE DNA DO HEK293

Bunécna linie HEK293 jsou lidské embryonalni buiiky ledvinového epitelu, které byly poprvé pti-
praveny v 80. letech v laboratofi Alexe Van der Eba [6] v Holandsku a nasledné upraveny trans-
formaci virovou DNA adenoviru 5 [6]. Embryonalni ledvinové kultury mohou obsahovat malé
mnozstvi témet vSech typt bunek lidského téla. Bunécna linie HEK293 a nékolik dalsich lidskych
bunéénych linii, které jsou generované transformaci adenovirem lidskych embryonalnich ledvin-
nych bunék, maji mnoho vlastnosti nezralych neurond. Pro svoji snadnou kultivaci a pomérné jed-
noduchou transfekci jsou velmi roz§itené jako modelovy organismus [1] .

Transfekce je molekularné-biologicka metoda umoznujici zavedeni cizorodé nukleové kyseliny,
ktera neni bézné exprimovana, do eukaryotické bunky. Pomoci transfekce tak vznikaji geneticky
modifikované bunky.[6] RozliSujeme dva druhy transfekce — transientni a stabilni. Pfi pfi stabilni
transfekci dochazi k zaclenéni cizorodé DNA do genomu a jeho dlouhodobé expresi. U transientni
transfekce neni vloZeny gen zaclenén do genomu hostitelské bunky stabilné a k expresi cilové
DNA dochazi hned po jejim proniknuti do jadra, rychle nasleduje i syntéza rekombinantniho pro-
teinu. Pro transientni i stabilni transfekci existuje fada protokoli i reagentti [6]. Napf.: polyethyle-
nimin (PEI), lypofectamin ¢i v souc¢asnosti stale popularnéjsi nanoc¢astice (napt. MATRA).

. VYSLEDKY A DISKUZE

Pti experimentu bylo doposud izolovano 7 vzorkli — 3 vzorky Channelrhodopsin2, 3 vzorky KIR a
1 vzorek ASAP. Na vSech vzorcich byla provedena elektroforeticka analyza. Jeji vysledky jsou
uvedeny na Obrazku 1. U kazdého vzorku byly o¢ekavany dva az tfi bandy DNA (horni linearni
forma, prostfedni relaxovana forma a spodni kruhova forma DNA), ne vSechny vzorky je ovSem
obsahuji. Z toho lze vyvodit, ze spravné izolované a pravdépodobné funkéni jsou (zleva): 1, 3
(CHR2); 4 a 6 (KIR). Ostatni vzorky vykazuji pouze jeden band, ptfipadné rizné fragmenty a lze
tedy ocekavat chybu v pracovnim postupu. Rovnéz lze pozorovat rozdily v intenzité jednotlivych
vzorkd, toto je zptisobeno riznou koncentraci plasmidové DNA v TE pufru.

Obrazek 1: Elektroforetickd analyza izolovanych vzorki (zleva): 1-3 CHR2; 4-6 KIR; 7 ASAP.
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Na Obrazku 2 je provedeno ovéfeni funkcnosti izolovaného kanalu Channelrhodopsin2. Je zde pa-
trna intenzivni fluorescence, Ize tedy predpokladat, ze byla izolace provedena spravné a membra-
novy konstrukt je funkéni. Fluorescence je zpisobena navazanou fluorescencni sondou YFP. Obra-
zek byl ziskan pomoci konfokalniho mikroskopu 24 hod od transientni transfekce provedené po-
moci polyethyleniminu.

Obrazek 2: Bunééna linie HEK293 s transfekovanym CHR2.

5. ZAVER

Pti dosavadnich experimentech izolace DNA se podatilo izolovat celkem 7 plasmidi. Z vyhodno-
ceni elektroforetické analyzy (Obrazek 1) vyplyva, Ze 4 ze 7 izolaci byly Gsp&sné. Channelrhodo-
psin2 a KIR byly izolovany s Gisp&nosti 66%, ASAP se prozatim izolovat nepodafilo. Usp&nost
izolace byla ovétena elektroforeticky a také pokusnou transfekci do bunék HEK293. V dalsim po-
stupu budou izolovany dalsi plasmidy do celkového poétu 3x3 kvalitni plasmidy, nasledné bude
provedeno zméfeni koncentraci jednotlivych vzorkli a rovnéz pokusna transfekce.
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