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Abstrakt

Plasmidova DNA je hojné vyuzivana v oblastech molekularni biologie a genového inzenyrstvi.
Tato prace pojedndva o metodach jeji izolace a tématech spjatych stimto procesem.
V experimentalni ¢asti je k izolaci pouzita metoda fenol-chloroformové extrakce, které
predchazela amplifikace plasmidt Channelrhodopsin-2, ASAP1 a Kjr 2.1 v bakteriich bunééné
linie DH5a. Celkem bylo provedeno 22 izolaci a jejich GspéSnost byla ovéfena gelovou

vvvvv

ASAP1, souhrnna procentudlni uspésnost pro vsechny plasmidy ¢inila 30 %.

Klic¢ova slova

Izolace DNA, plasmid, transfekce, HEK293, fenol-chloroformova extrakce

Abstract

Plasmid DNA is commonly used in fields of molecular biology and genetic engineering. This
work deals with methods of DNA isolation and topics related to this procedure. In the
experimental part of the work, phenol-chloroform extraction is used. First of all, plasmids
Channelrhodopsin-2, ASAP1 and Kjr 2.1 were amplified in bacterial strain DH5a. 22 isolations
were accomplished and the yield was validated using gel electrophoresis and transfection to
HEK293 cell line. The most successful isolation was the isolation of plasmid ASAP1, the
overall percentage success rate was 30 %.
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Uvod

K prudkému rozvoji molekularni biologie, molekularni genetiky a genového inZenyrstvi
dochazi zhruba od 70. let 20. stoleti. V laboratofich molekularni biologie se od t¢ doby zacina
intenzivné pracovat suméle vytvoienou DNA, oznacovanou jako rekombinantni.
Rekombinantni DNA vznika tak, ze do specialni molekuly DNA, tzv. vektorového nosice, je

vnesen fragment cizorodé DNA. Nej¢astéji se jedna o geny izolované z DNA, napf. lidské. [1]

Prvnim dilezitym krokem pro dalsi laboratorni postupy v molekularni biologii je prave
izolace DNA. Poprvé ji provedl v roce 1869 §vycarsky lékai Friedrich Miescher béhem své
prace V laboratofi Felixe Hoppe-Saylera. Pti experimentech s leukocyty ziskanymi z hnisu si
povsiml zvlastni latky, zdsadné se liSici od proteinii. Po jejich diikkladném prozkoumani je
na zakladé mista jejich objeveni (v jadie — nucleus) nazval ,,nuclein“. Z tohoto terminu je

odvozeno dnesni oznaceni nukleova kyselina (NK). [2]

Rychld a 0¢innd metoda izolace DNA umoziuje dale efektivné vyuzivat vysoce
specifické techniky jako jsou napf. polymerazova ftetézova reakce (PCR), délkovy
polymorfismus restrikénich fragmenti (RFLP) aj. Metod izolace DNA existuje cela fada. VVolba
konkrétni metody zavisi jednak na typu pouzitého biologického materialu urc¢eného k izolaci

DNA, dale na rychlosti a u¢innosti metody a finan¢nich moznostech pracovisté. [3]

K plasmidové DNA je nutno pfistupovat specifickym zpiisobem, jedna se o kruhovou
molekulu a nelze ji tedy amplifikovat pouzitim béznych metod. Z toho divodu byva nejprve
vpravena do bakteridlni linie, kde dojde k jejimu namnozeni, a az poté¢ miize byt izolovana.
Ziskana plasmidova DNA je nésledné€ vhodna pro dalsi aplikaci. Jednou z nich mtzZe byt prave
transfekce do bunék jiného organismu za ucelem exprese urcitého genu. Transfekce (pfenos
genetické informace) se uplatiiuje zejména na poli genového inzenyrstvi a lze ji ovlivnit

bunécny fenotyp a mezibunécnou komunikaci, ¢ehoz se vyuziva napi. v genové terapii.

Cilem této prace je seznamit se s metodami izolace a transfekce plasmidové DNA, provést
izolaci pouzitim metody fenol-chloroformové extrakce, nasledné izolovanou DNA transfekovat

do bunécné linie HEK293 a tim ovéfit spravnost izolace.

V experimentu byly amplifikovany a izolovany tfi typy plasmidové DNA. Jednalo se o
Channelrhodopsin-2 (ChR2), activated sensor of action potentials (ASAP1) a draselny kanal
Kir 2.1. K validaci izolované DNA byla pouzita gelova elektroforéza a byla provedena jeji

pokusna transfekce do hostitelskych bunek.
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1.  Literarni prehled

Tato ¢ast prace obsahuje nastin jednotlivych témat souvisejicich s problematikou izolace
plasmidové DNA. Je uveden piehled pouzivanych metod izolace a transfekce. Obsazeny jsou
také kapitoly pojednavajici o pouzitém hostitelském organismu, samotné plasmidové DNA
a konkrétnich plasmidech, zplsobech stanoveni koncentrace a cCistoty DNA a gelové
elektroforéze. Diraz je kladen ptedevsim na metodu fenol-chloroformové extrakce, ktera je

pouzita v experimentalni ¢asti.
1.1 Escherichia coli

Technologie pouzivané v molekularni biologii jsou zalozené zejména na praci s rekombinantni
DNA, pro jejiz namnozeni a naslednou izolaci se pouzivaji bakteridlni buniky. Nejb&zné&jsi
pouzivanou bakterii je Escherichia coli z ¢eledi Enterobacteriaceae. V roce 1885 ji objevil
némecky pediatr Theodor Escherich, ktery ji pojmenoval podle mista jejiho vyskytu (stfevo —
colon — E. coli). [4]

Escherichia coli je dulezitou soucasti biosféry a slozkou piirozené stievni mikroflory
zivocichu véetné ¢loveka. Tato ty¢inkovita (obr. 1), gramnegativni bakterie obsahuje cirkularni
chromosom o velikosti cca 3x10° pari bazi. Je fakultativné anaerobni, dokaze prezit
I ve volném prostiedi a rozsifit se tak na nového hostitele. Patogenni kmeny E. coli zptsobuji

predevsim infekci mocovych cest a 1é¢i se podanim antibiotik. [5]

E. coli vykazuje jedine¢nou schopnost mnozeni se a je tedy kultivacné nenaro¢na.
V meédiich poskytujicich mineralni latky, aminokyseliny, vitaminy, prekurzory nukleovych
kyselin a dal$i potifebné metabolity ma E. coli v exponencialni fazi ristu za intenzivniho téepani
pii 37 °C generacni dobu cca 20 minut. Ve stacionarni fazi lze dosdhnout koncentrace
cca 2x10° bunék/ml. [6]

Obrazek 1: Escherichia coli [4]
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Existuje fada laboratorné vyvinutych kment této bakterie. Pro vybér vhodného kmene je
rozhodujici Gcel, ke kterému ma byt pouzit, napi. k amplifikaci DNA, expresi gent ¢i syntéze
DNA, urc¢ené pro kolovani. E. coli je schopna pfijmout za urcitych podminek plazmidy, které
prenaseji metabolické geny, geny rezistence nebo geny pro produkci toxinu. [7] Vyuziti E. coli

jako hostitelské bunécné kolonie je dobie znamou a oblibenou platformou.
111 K-12

Témer vSechny bunééné linie E. coli, pouzivané v soucasné dobé pro experimenty
s rekombinantni DNA, byly odvozeny z jediného kmene, a to K-12. Tento kmen byl v roce
1922 izolovan na Stanfordové univerzité z vykalti pacienta trpiciho zaSkrtem. [8] Prvni
subkultury a odvozené kmeny vznikly v roce 1944 a od té doby jsou intenzivné vyuZzivany
Vv laboratofich a nadale geneticky upravovany. Dilezitou skutecnosti je, ze kmen K-12
nezpusobuje zadné onemocnéni a neni schopen kolonizovat lidskou stfevni mikrofloru. Z toho

duvodu je K-12 povazovan za prototyp bezpecného a nepatogenniho kmene E. coli. [9]

Transkripéni faktory (prvky potfebné pro fizeni genové exprese, vazané na DNA)
podminuji schopnost této bakterie piizplisobovat se zménam prostiedi pomoci pozitivni
¢inegativni regulace transkripce. [10] Kmen K-12 hraje vyznamnou roli modelového
organismu v molekularni biologii a biotechnologiich. Ptitomnost lysogenniho bakteriofaga
lambda (bakterialni vir) v bakterii a velké mnozstvi obsazenych plazmidi umoziuje $iroké

vyuziti v genovém inZenyrstvi. [3]
1.1.2 DH5a

Kmen DH5a je jednim z nejcastéji laboratorné vyuzivanych kment bakterie E. coli, slouzicim
hlavné k amplifikaci plasmidové DNA. Tento nepatogenni kmen vyvinul americky biolog
Douglas Hanahan, ktery zaroven navrhl metodu pro pfipravu kompetentnich bunék E. coli
a zdokonalil protokoly pro jeji transformaci. [11]

DH5a je kmen s mnoha pfitomnymi genovymi mutacemi (recAl, endA, deoR), které
umoziuji vysokou Ucinnost transformace a podminuji jeho Siroké vyuziti pro technologie
rekombinantni DNA. [12] Jedna z mutaci v genomu tohoto kmene inaktivuje intracelularni
endonukledzu, ktera zptisobuje degradaci plasmidové DNA pfi procesu izolace, a tim pozitivné
prispiva k celkovému vytézku izolované DNA. Plasmidova DNA ziskana z tohoto kmene je
odolna vii¢i degradaci béhem fenol-chloroformové extrakce, coZ tento kmen ¢ini vhodnym
kandidatem pro izolaci. Pti pouziti bunék DHS5a se dosahuje vybornych vysledkli ve smyslu

kvality a mnozstvi ziskané plasmidové DNA, vhodné pro dalsi pouziti, napt. sekvenovani. [13]

K transformaci bakterii je nezbytné nejdiive uvést bunky do stavu kompetence. Tento
proces je popsan v kapitole 2.1.
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1.2 Plasmidova DNA

Plasmidy jsou mimochromozomové kruznicové elementy DNA, které jsou schopné autonomni
replikace. Termin ,,plasmid“ pouzil poprvé vroce 1952 Joshua Lederberg, ktery jim
pojmenoval veskery geneticky material pfitomny mimo chromozomy v cytoplazmé. Ptirozené
se plasmidy vyskytuji u mikroorganismt, predev§im u bakterii. Jsou dvoufetézcové, maji
velikost ptiblizn€ od 1 kb do 200 kb a nesou az n¢kolik set genil. V jediné bakteridlni bunice se
mohou nachazet az stovky kopii jednoho plasmidu. Nékteré plasmidy obsahuji geny rezistence
vuci antibiotikiim  (ampicilin, tetracyklin), mutagenim, tézkym kovim, bakteriofagim
nebo geny pro produkci restrikénich enzymi. Tyto geny poskytuji bakteriim urcité vyhody

ve smyslu odolnosti a preziti a slouzi jako selekéni markery. [14]

Zminénych vlastnosti plasmidu je hojné vyuzivano pro klonovani, pfenos a manipulaci
s DNA. Plasmidy pouzivané pro tyto ucely se nazyvaji vektory. Vektor je molekula DNA,
schopna pfijmout cizorodou genetickou informaci, Spojit se s ni a autonomné se replikovat
V hostitelské bunce. Plasmidové vektory byly pouzitim technik rekombinantni DNA odvozeny
od ptirodnich plasmidl, ptfi¢emz byly odstranény nepotiebné a zachovany pouze Zadouci
sekvence. Pro jednodussi a efektivnéjsi manipulaci doslo také k redukci jejich celkové délky.
Nekteré plasmidové vektory jsou dlouhé pouze 3 kb, coz je podstatné méné nez bézné plasmidy
E. coli. [15]

RozliSujeme vektory klonovaci a expresni. Klonovaci plasmidové vektory usnadiiuji
klonovani usekt DNA. Obvykle byvaji malé a velmi jednoduché. Obsahuji nasledujici dulezité
Casti:

e Pocatek replikace (ori) — zajist'uje replikaci plasmidu nezavislou na replikaci
bakterialniho chromosomu

o Gen kodujici rezistenci na antibiotikum — tzv. selek¢éni marker, diky kterému lze
lehce rozlisit, které bunky piijaly vektor

e Klonovaci misto (MCS — Multiple Cloning Site) — sekvence rozpoznavané

restrikénimi endonukledzami, které v daném misté Stépi vldkno DNA

Expresni vektory musi mit navic promotor, fidici transkripci inzertu, terminator jako
misto pro ukonceni transkripce a inzertni gen, kodujici rekombinantni protein. [16]

Nekdy se muzeme setkat také s pojmem kyvadlové vektory. Tyto vektory maji dva
pocatky replikace, diky kterym jsou schopny ucinné se replikovat v buitkach dvou riiznych
organismii, napf. V bakteriich a kvasinkach. Jejich vyhodou je snadné klonovani genu do E. coli

a moznost preneseni do hostitele s nizkou G¢innosti pienosu rekombinantni DNA. [17]

Plasmidové vektory slouzi pro transfekci nejriznéjSich druhid bunék od savcich

az po bakteridlni. Piiklad struktury plasmidového vektoru mizeme vidét na obrazcich 2, 3 a 4.
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1.2.1 ASAP1

Accelerated Sensor of Action Potentials 1, neboli ASAPI, je uméle vytvofeny napétovy senzor
akénich potenciald sav¢ich bunck svlozenym cirkularné permutovanym zelenym
fluorescencnim proteinem (cpGFP). GFP se nachazi se na extracelularni smycce napétove
citlivé oblasti senzoru a reaguje na zmény membranového potencialu zménou fluorescence.
Jedna se o derivat zeleného fluorescenéniho proteinu, ktery poprvé izoloval Osamu Shimomura
z moiské meduzy Aequorea victoriav roce 1962. GFP ma schopnost vydavat zelené
fluorescencni zéfeni pfi osviceni modrym az UV svétlem, je mozné ho navazat na jiny protein
a ten poté zviditelnit v buiice ¢i organismu. Lze tak sledovat napt. déleni rakovinnych bunék
nebo vyvoj neuront. GPF ma excitaéni maximum pii vinové délce 488 nm a jeho emisni
maximum lezi okolo 510 nm. Vzhledem k Sirokému potencialu vyuziti ve vyzkumu bylo
vyvinuto mnoho rtuznych derivata tohoto proteinu, jako vyse zminény cpGFP, EGFP (enhanced
GFP), YFP a dalsi. [18] [19]

ASAPL1 je v soucasné dobé nejlepsim geneticky kodovanym napétovym senzorem. Je
zalozen na napét'ové citlivé fosfataze kura bankivského (Gallus gallus) a je schopen detekovat
jednotlivé akéni potencidly buiiky a jejich zmény az do frekvence 200 Hz. Projevuje se zménou
fluorescence 0 29 % na zménu napéti o 100 mV. ASAP1 umoziuje napiiklad souvislé sledovani

membranového potencialu v neuronovych bunikach pomoci epifluorescenéni mikroskopie. [18]

Bolll (7378)
pCAG_F_primer Mhel (1)

ORF frame 3 ORF fra ne 2 Y&6 (EGFP)

Agel (913} Hindlll (1301}

Kpnl (1311}
BamHI (1319}
Pstl (1351)
EcoRV (1354)
Motl (1369)
Bell (1405)
BGH_rev_primer
bGH_PA_terminator

CAG_enhancer

pcDNAZ 1/Pure-CAG-ASAP1

7389 bp

AmpR_promoter
JORF frame 1
Ampicillin

Fspl (4850}

f1_origin
pBABE_3_primer
SV40_enhancer
SV40_promoter
SV40_origin
SVd40pro_F_primer
Xmal (2517}
Smal 2519)
BstBI (3069) puro (variant)
SV40_PA_terminator WRF Tame 2
EBV_rev_primer

MA3_reverse_primer
M13_pUC_rev_primer

lac_promaoter

Obrazek 2: Mapa plasmidového vektoru ASAPI
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122 ChR2

Channelrhodopsin-2 (ChR2) byl objeven v roce 2003 v zelenych fasach rodu Chlamydomonas.
Jde o svétlem fizeny iontovy kanal, propustny pro kationty (H*, Na*, K* a Ca?* ionty), ktery
patii mezi zastupce mikrobialnich rhodopsini. Radi se k receptorim spiazenym s G proteinem
(GPCR) a sklada se ze sedmi transmembranovych alfa-helixovych domén. Jako chromofor
vyuziva all-trans retinal, aldehyd chemicky pfibuzny vitaminu A. Pfi osviceni modrym svétlem
(vlnova délka 470480 nm) je Channelrhodopsin-2 aktivovan zménou transformace z all-trans
retinalu na 13-cis retinal a oteviraji se iontové kanaly. Po prob&éhnuti fotoizomerace kovalentné
vazany retinal znovu relaxuje do all-trans formy, dojde K uzavieni iontovych kanala
a regeneraci chromoforu. ChR2 je pro svoje dobré kinetické vlastnosti a az desetkrat lepsi
expresi ve veétsing hostitelskych bunkach v porovnani s ChR1 povazovan za vhodny prototyp
pro pouziti v optogenetice. [21]

ChR2 muze byt oznaéen Zlutym fluorescenénim proteinem (YFP). Tento derivat proteinu
GFP ma excita¢ni maximum pii vinové délce 508 nm a emisni maximum pii 524 nm. YFP je
diky svym vlastnostem vhodnym pro fluorescen¢ni mikroskopii uzitecnym néstrojem bunécné

a molekularni biologie. Vylepsenymi verzemi YFP jsou Citrine, Venus a Ypet. [22]

CAG_enhancer

CMV_immearly_promoter

CMV_fwd_primer

CMV_promater
pBR322_origin pCEP_fwd_primer

Marl (862)

RF frame 3

Ampicillin
AmpR_promoter
pGEX_3_primer TRE
DRF frame 2
pEIAV-TLoop-Chr2-YFP v!
8908 bp R
f1_origin
Pacl (5245) pCEP_fwd_primer
DRF frame 1 LNCX_primer
CMV2_promoter
synth_int
Hindlll (2560)
Sall (2684)
Nhel (26593)

Bdll (5005)
/ EcoRV (3542)
EGFP_N_primer

EYFP
T203Y (EYFP)
EGFP_C_primer

Obrazek 3: Mapa plasmidového vektoru ChR2 [23]
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123 Kir21

Kir 2.1 je oznaeni pro dovniti usmérnény iontov¢ selektivni draslikovy kanal. Jedna o protein
nachazejici se v bunééné membrang. Patii do skupiny kanalt, které se podili na regulaci mnoha
dilezitych fyziologickych procesti. Ovliviluje membranovy potencidl tim, ze usnadiiuje
pruchod kladné nabitych ¢astic do intracelularniho prostoru. Tento kanal hraje podstatnou roli
V bunikach srdecniho svalstva, kde vyrazné plisobi na klidovy membranovy potencial a podili
se na koncové fazi repolarizace membrany. Pfipadné mutace v genu kédujicim kanal K 2.1
vedou k srde¢nim a vyvojovym vadam. Jsou spojovany napf. se syndromem kratkého QT
intervalu ¢i Andersen-Tawilovym syndromem. [24] [25]

K oznadeni Ki 2.1 se pouziva Cerveny fluorescenéni protein mCherry S maximem
excitace/emise pfi vlnové délce 587 nm a 610 nm. mCherry patii mezi skupinu Sesti
monomernich fluorescentnich proteind, znamych jako mFruits (mBanana, mOrange,
mTangerine atd.), jejichz nazev odkazuje na barvu ovoce podobnou barvé jejich emisniho
spektra. [22]

Fspl (171)
lacZ_a
AmpR_promoter M13_pUC_fwd_primer
Agel (4174) M13_forward20_primer
JRF frame 1 T7_promoter
ORF frame 3 Ascl (369)
Bcll (3992) Apal (382)

attL1

Eagl (3764) Kpnl (689)
Sall (714)
pENTR-L5-Kir2 1-mCherry-L2
4523 bp

BstBl (1136)

~F Trame

[

M13_reverse_primer ‘
Pacl (2612) AT (1748)

attL2 QB66M (mCherry )
mCherry

Obrazek 4: Mapa plasmidového vektoru Kir 2.1 [26]
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1.3 lzolace DNA

Izolace nukleovych kyselin a proteint je jednou ze zakladnich metod v molekulérni biologii.
Tyto biomolekuly jsou izolovany z biologickych materialli a jsou urceny pro dalsi vyuziti, jako
je analyza, tvorba rekombinantni DNA nebo studium transkripce a translace. V minulosti byla
izolace NK a jejich purifikace slozita a velmi ¢asoveé naro¢na. V dnesni dobé existuje mnoho
specializovanych a dobfe popsanych metod. [27]

Izolace je proces, pii kterém jsou ziskavany NK z bunék. Muze se jednat o bunky
prokaryotické, ale i kvasinky ¢i tkanové bunky eukaryot. 1zolace DNA se provadi na zakladé
fyzikalné-chemickych interakci mezi NK a prostiedim, ve kterém se nachazi. [28]

Prvni izolace DNA byla provedena Svycarskym Iékafem Friedrichem Miescherem v roce
1869. Miescher vyvinul protokol pro separaci buné¢nych jader z cytoplasmy a ziskani DNA
zZ proteinli. Nedoséahl vSak dostate¢ného vytézku materidlu k dalsi analyze, a proto tento postup
nadale upravoval a zdokonaloval. [27]

Proces izolace mUzeme rozdélit do téchto kroku:

e Lyza bun¢k — rozpusténi membrany a denaturace proteinti
e Odstranéni RNA a dalSich slozek krom¢ DNA
» Extrakce DNA

V soucasnosti existuje velké mnozstvi specializovanych metod izolace €ist¢ DNA, RNA
¢i proteinl. Obecné je mizeme rozdélit na protokoly zaloZené na roztoku a na kolonkach.
Vétsina téchto protokoli byla vyvinuta do podoby komerénich izola¢nich souprav (kiti), které
usnadiiuji proces ziskani téchto biomolekul. NiZe jsou popsany tii nejbézné;si metody izolace

DNA. Jsou to fenol-chloroformova extrakce, adsorpce na silikat a vyuziti magnetickych nosici.
1.3.1 Fenol-chloroformova extrakce

Klasickym zpusobem izolace DNA je pouziti fenol-chloroformové extrakce. Jedna se
0 pomérn¢ starou metodu, znamou jiz od roku 1956. Vychazi z odd€leni vodné faze
srozpuSténymi nukleovymi kyselinami a roztoku obsahujiciho fenol-chloroform.
Denaturované proteiny vytvari prstenec na rozhrani mezi vodnym roztokem a organickou fazi

na zékladé svych hydrofilnich, resp. hydrofobnich vlastnosti.

Prvnim krokem pfi izolaci plasmidové DNA je 1yza bunék, ze kterych chceme NK ziskat.
K uvolnéni bunécného obsahu se pouzivaji detergenty rozrusujici bunécnou membranu.
Mohou jimi byt detergenty iontové povahy (nejcastéji SDS) nebo neionogenni detergenty
(obvykle Triton X100). Pokud se jednd o buiiky s pevnymi bunéénymi sténami, je nutné
enzymatické nebo mechanické rozruSeni, napt. protiepavani na vortexu se sklenénymi

kulickami ¢i pouziti ultrazvuku. [27]
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Pti izolaci DNA z bun¢k bakterie E. coli se nejcastéji uplatituje alkalicka lyza s pouzitim
SDS. Pusobenim tohoto detergentu dojde k naruSeni buné¢né membrany a uvolnéni DNA
do roztoku. Vysoké pH (12) zptsobi denaturaci chromosomalni DNA, ktera se rozpadne
na linearni fragmenty. Malé plasmidova DNA, kterd je vici vysokému pH odolna, si zachova
kruznicovou formu. Pfidanim neutraliza¢niho roztoku (KAc) vznikne precipitdt obsahujici
denaturované proteiny a chromozomalni DNA, ktery se po centrifugaci odstrani. Tim se ziska
supernatant s volnou plasmidovou DNA. Kromé DNA je zde pfitomna také nezadouci RNA,
pro jejiz eliminaci se pouziva enzym RNdaza. Po odstranéni vSech kontaminant ze vzorku se
DNA vysrazi isopropanolem. Centrifugaci vznikly pelet se resuspenduje v pfiméfeném objemu
pufru. [29]

K bunéénému lyzatu je poté ptidana smés fenolu, chloroformu a isoamylalkoholu. Roztok
je nutné dikladné promisit roztiepanim. Chloroform je organické rozpoustédlo a je tedy
nemisitelny s vodnym roztokem lyzatu. Jeho pfidanim dojde k rozdéleni na dvé faze. Fenol
vysrazi proteiny, které jsou hydrofobni a zlstavaji v organické fazi, zatimco vysoce nabité
nukleové piechazeji do vodné faze (viz obr. 5). Isoamylalkohol zvysuje rozpustnost fenolu
v chloroformu, vodna faze je tak méné zatizena kontaminaci fenolem, ktery ma inhibi¢ni
vlastnosti, nevhodné pro dalsi praci s DNA. Horni fazi je vodny roztok obsahujici DNA, spodni
(organicka) je faze fenolu a chloroformu. Mezi vodnou a organickou fazi se hromadi srazené
proteiny. [27]

Pro dokonalé odstranéni proteinii je nutno extrakci opakovat pifidavanim
fenol-chloroformu a postupnym odebiranim a ptecistovanim vrchni faze. Nukleové kyseliny se
poté daji vysraZzet piidanim etanolu ¢i isopropanolu. Nakonec se shroméazdi precipitat
nukleovych kyselin centrifugaci a ziskany sediment se rozpusti ve Vhodném roztoku
(napt. TE pufru). [27]

ﬂ ﬂ ﬁ_ Vodna faze

| —— —] - (s DNA)
/
> — |4 Srazené proteiny
U U \_77 Fenol-chloroform
Bunéény lyzat Smeés s Faze oddélené

fenol-chloroformem centrifugaci

Obrazek 5: Schéma fenol-chloroformové extrakce [30]
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1.3.2 Silikatové kolonky

Tato metoda vyuziva adsorpce DNA na silikdtovy povrch. Je zaloZena na procesu vazby,
promyti a uvolnéni DNA a je pomérné rychla a jednoducha. Nejdiive se k bunéénému lyzatu
ptida excitacni pufr k uvolnéni bunééného obsahu. Poté se do roztoku piida chaotropni stl
(naruSujici vodikové vazby) a suspenze silikatovych ¢astic. DNA v pfitomnosti chaotropnich

soli adheruje na silikatovy povrch, ¢emuz navic napomaha protfepavani smeési.

Tato interakce je zalozena na vysoké afinité¢ kladné nabitych silikatovych nosici k
negativné nabitym kyslikovym iontim v molekule DNA. Ostatni slozky setrvaji volné v
roztoku a jsou lehce odstranitelné. Po jejich usazeni ¢i odstfedéni se odsaje roztok nad
sedimentem a ten se znovu proplachne davkou pufru s chaotropnimi solemi. Opakovanym
odstfedénim a odsatim zdstane na Casticich adherovana DNA. Lze ji snadno uvolnit pouzitim
destilované vody nebo vhodného pufru bez chaotropni soli. Po odstfedéni se na dné nachazi

silikatové Castice a nad nimi Cisty roztok DNA, vhodny pro dalsi pouziti. [27]
1.3.3 Magnetické nosice

V posledni dobé se pro izolaci nukleovych kyselin v odborné vetejnosti ujaly metody
vyuzivajici magnetické ¢astice. Povrch téchto Castic je modifikovan takovym zpisobem, aby
byl schopen navazat vldkna NK. Castice jsou slozeny z vlastni fero— nebo ferimagnetické
slozky, zodpovédné za interakci s vn&j$Sim magnetickym polem, a sloZky diamagnetické
(nemagnetické), zajist'ujici interakci s biologickymi latkami. Jedné se o magnetické nanocastice
s rozmérem menSim nez 100 nm. NejcastéjSimi materidly magnetickych nosi¢li jsou

biokompatibilni magnetické oxidy Zeleza magnetit a maghemit. [31]

Izolace se provadi tak, ze se ke vzorku nukleovych kyselin ptidaji magnetické Castice
a pozadované molekuly se na né navazi. Nasledné¢ se zkumavka S roztokem umisti
do magnetického pole (separatoru), ¢astice jsou pritazeny ke sténé zkumavky a drzeny na misté,
zatimco supernatant s neCistotami se odebere. V dal§im kroku dojde k promyti komplexu
magnetickych ¢astic a DNA. Nakonec se pfidd puftr, do kterého se DNA uvolni a mliZze byt
pouzita pro rizné aplikace. [27]
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1.4 Gelova elektroforéza

Elektroforéza je jednou z nejpouzivanéjSich separacnich technik v molekularni biologii.
Vyznamna je hlavné pii izolaci DNA, kde se pouziva pro ovéfeni uspéSnosti. Jeji princip
spociva ve schopnosti nabitych ¢astic pohybovat se v elektrickém poli. Rychlost pohybu ¢astic
zavisi na velikosti naboje a samotné molekuly. V nukleovych kyselinach jsou nositeli naboje
negativné nabité fosfatové skupiny. Pohyb NK v elektrickém poli je tedy ke kladn¢ nabité

anod¢. [17] Schéma elektroforetické aparatury mizeme vidét na obr. 6.

Elektroforéza se provadi ve vhodném nosici, kterym byva zpravidla gel. Gely mohou byt
tvofeny polyakrylamidem nebo agardzou. Agardza vytvaii sit’ dlouhych cukernych polymera
vazanych nekovalentnimi vodikovymi miustky a hydrofobnimi vazbami. Koncentrace
agarozového gelu urcuje velikost port a je tak vyznamnym faktorem mobility. Agarozové gely
dobie separuji molekuly NK o velikosti od 100 bp az do 50 kb. Polyakrylamidovy gel vznika
polymeraci akrylamidu s piimési bisakrylamidu a pouziva se pro separaci mensich molekul,
tzn. 10-1000 bp. [17] [32]

Pouzitim gelové elektroforézy lze zhodnotit, v jakych konformacich se molekuly DNA
nachazeji. Fragmenty DNA o rGzné velikosti se pohybuji agar6zovym gelem riznou rychlosti.
Odlisime tak kovalentné uzaviené kruznicové molekuly DNA od otevienych kruznic
¢i linearnich molekul. [17]

Pro identifikaci polohy separovanych molekul je potieba DNA zviditelnit obarvenim.
K tomuto Gcelu se pouziva napt. ethidium bromid, ktery vytvaii s DNA komplex a po osvétleni
UV zéfenim v transluminatoru emituje svétlo o vinové délce 605 nm (oranzova barva). [17]

Smés fragmentu Zdroj ;
DNA o rizné |
@ Katoda Anoda (4]

vellkost \!I !l \ Sy
\‘K’ \Gel

@
; Zdroj
Dlouhé 5 — 7
fragmenty \: o ot s s P
W S s srr 72
> . 5 \
(2]

Kratké
fragmenty

Obrazek 6: Horizontalni gelova elektroforéza [33]
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1.5 Stanoveni koncentrace a Cistoty DNA

Piesné stanoveni koncentrace DNA je predpokladem k uspéSnému provedeni fady technik
molekularni biologie, zejména k transfekci, klonovani a sekvenovani DNA, transformaci apod.
Vétsina metod vyzaduje pouziti Cist¢é DNA, proto je nezbytné po izolaci provést purifikaci.
Dtlezitym krokem v laboratorni praxi je tedy urceni Cistoty DNA, z niz nésledné stanovime

vhodnou metodu precisténi NK.
1.5.1 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a ¢istoty DNA

Koncentraci izolované DNA méfime nejcastéji pomoci spektrofotometru. Princip
spektrofotometrického stanoveni je zalozen na tom, ze NK absorbuji UV zafeni. Zafeni je
pohlcovano pyrimidinovymi a purinovymi bazemi. Absorpéni maxima jednotlivych nukleotidt
se lisi.

MnozZstvi pohlceného UV zafeni je pfimo imérné koncentraci DNA v roztoku a vyjadiuje
se hodnotami absorbance:

A= logITO, )

kde lo je mnozstvi vstupujiciho svétla, I je mnozstvi svétla propusténého.

Pro pfimé spektralni urceni koncentrace se vyuzivd Lambert-Beerova zékona, ktery lze
Zapsat ve tvaru:
A=c-¢-1, (@)
kde ¢ je koncentrace DNA, ¢ je molarni extinkéni koeficient a 1 je délka absorpéni vrstvy
(tloustka kyvety).

Vypocet koncentrace NK na zakladé absorbance vzorku pti 260 nm zavisi na tom, zda je
molekula jednovlaknova (ss = angl. single-stranded) nebo dvouvlaknova (ds = angl. double-
stranded).

Pro stanoveni koncentrace DNA plati:
Ayeo = 1 piic(dsDNA) = 50 ug/ml 3
Ayeo = 1 piic(ssDNA) = 33 ug/ml 4
Miru kontaminace DNA ur¢ime z poméru absorbanci pti vinovych délkach 260 a 280 nm,
které odpovidaji absorpénimu maximu nukleovych kyselin a absorpénimu maximu bilkovin.
Cista DNA ma koeficient &istoty v rozmezi 1,7-2. Pokud je hodnota koeficientu niz§i, DNA je

pravdépodobné znecisténa proteiny a je potieba znovu provést extrakci fenolem. V piipadé

vys$$i hodnoty se jednd o kontaminaci nizkomolekularnimi latkami (fenol, polysacharidy,
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EDTA). Koncentrace RNA a nukleotidovych kontaminantii nemiize byt stanovena, nebot” se

jejich absorpéni maxima piekryvaji. [34]
NanoDrop

Ptistroj NanoDrop je kompaktni spektrofotometr umoziujici meéteni koncentrace a Cistoty
vzorkti NK a proteinii S malymi objemy (od 0,5 ul). NanoDrop je nenaroény na spotiebni
material (zddné mikrotitraéni desti¢ky) a dokaze zméfit vzorky i o vysSich koncentracich
(rozmezi 2 ng/pl — 15 000 ng/pul dsDNA), neni tedy nutné fedéni. Vyuziva povrchového napéti
a technologie optickych vlaken. Je Sirokospektralni, disponuje rozsahem 190 az 840 nm. [35]

1.5.2 Fluorescenéni stanoveni koncentrace DNA

Dalsi zpisob méfeni koncentrace nukleovych kyselin je =zalozen na jejich
obarveni fluorescencnim barvivem. Tato metoda se pouziva ke stanoveni koncentraci
ziedénych roztoki DNA, které nelze detekovat UV spektrofotometrii. K obarveni se nejcastéji
pouziva Hoechst 33258 nebo ethidium bromid. Barviva se vazi na dvousroubovici DNA a tim
dojde ke zvySeni intenzity fluorescence. Ta se méfi ve fluorimetru, kde intenzita fluorescence
odpovida mnozstvi navazaného fluorescenc¢niho barviva, resp. mnozstvi molekul, na které se

barvivo vaze. [36]
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1.6 Transformace

Nekteré bakterie maji schopnost piijmout cizorodou (exogenni) DNA, zaclenit ji do svého
chromosomu a ménit tak sviij genotyp. Tento proces se nazyva transformace. Transformace
byla objevena vroce 1928 Frederickem Griffithem u bakterii Streptococcus pneumoniae.
Pozd¢ji trojice americkych védct (Oswald Avery, Colin MacLeod a Maclyn McCarty)
objasnila, ze za transformacnim principem stoji pfenos DNA. RozliSujeme transformaci
piirozenou a umélou. Pfirozena transformace se v piirodé vyskytuje u bakterii a dochazi pii ni
K ptijmu DNA z volného prostiedi. Um¢la transformace je provadéna védci vV ramci genového
inzenyrstvi. [37]

Transformaci lze provést n€kolika zplisoby. Bakterialni buniky musi byt vSak nejprve
uvedeny do stavu kompetence, ve kterém jsou schopny piijmout cizorodou (napt. plasmidovou)
DNA. Velmi ¢asto pouzivanym hostitelem plasmidovych vektord jsou buitky kment E. coli.
Stav kompetence je mozné u bun€k E. coli navodit napt. pusobenim chloridu vapenatého
ptinizké teplot¢ (0 °C), ¢imz dojde k jejich vyhladovéni. Po pfidani DNA a vystaveni
tepelnému Soku (42 °C), ktery zptsobi naruseni bunééné membrany, za¢ne transformujici DNA
prechazet do bunck. Transformované bakterie se poté selektuji na agarovych plotnach
s prislusnym antibiotikem. [17] Tento proces je znazornén na obr. 7.

Bakterizlni bunky
citlivé k antibiotiku

O
2010 -
O

1 . ,
caCl, ¢ 3
e ) !
: _~* Plasmidova DNA
% -
= Y
[ =]
o B
& _ b
=3
6 4.5
Selekee na agarowvych plotnach Transformovane
5 prislusnym antibiotikem bakterialni bufky

Obrazek 7: Schéma umé¢lé transformace bakterii [38]

DalSim zpisobem pienosu DNA do bakterii je elektroporace, pii které jsou buiky
vroztoku s pfitomnou rekombinantni DNA vystaveny kratkému elektrickému impulsu
0 vysokém napéti. Tim jsou v bunééné sténé vytvoieny pory, jimiz exogenni DNA prostupuje
do bunék. Vyhodou této metody je, Ze ji lze pouZit nejen u bakterii, ale také pti prenosu DNA
do eukaryotickych bunék (viz. dale). Pfi aplikaci elektroporace je nutné optimalizovat
elektroporacni parametry (délka elektrického pulzu a napéti) a jeji nevyhodou je nizka specifita
prenosu. U¢innost transformace je viak vyrazné vyssi nez pii uziti tepelného Soku. [17]
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1.7 Transfekce

Transfekce je béznou technikou molekularni biologie uzivanou pro expresi cizorodé DNA
V hostitelské bunécné linii. Jednd se o prenos pozadovanych genli do eukaryotické buriky.
Pro vznik takto geneticky modifikované bunky se nejcastéji pouzivaji nukleové kyseliny
plasmidd. K hlavnim ucelim transfekce patii studium funkce ptenaSenych genii pomoci
stimulace nebo inhibice jejich exprese. Na zaklad¢ stability pfenaseného genu muizeme
transfekci rozdé€lit na pfechodnou a stabilni. [17]

Stabilni transfekce

U tohoto typu transfekce se cizorody gen zallefiuje do genomu transfekované buiky
a zustava soucasti chromozomu i po jeji replikaci. Stabilni transfekce vznika pouze u jedné

z 10° az 10° bunék. Je vhodna pro studium funkce gent, mechanismil jejich regulace a genovou
terapii. [39]

Prechodna transfekce

Pii ptechodné neboli transientni transfekci se cizorody gen nespoji s chromozomem
a Vv transfekované bunice je pfitomny jen docasn€. Jeho replikace neni synchronizovdna
s replikaci buiiky a béhem nékolika dnl se z buiiky postupné ,,vyiedi®. Lze vSak kratkodobé
docilit vysoké exprese prenasen¢ho genu. [17] [39]

1.7.1 Metody transfekce

Existuje nékolik riznych zplisobt transfekce genetické informace, jejichZ volba zavisi na ti¢elu
konkrétniho experimentu, vlastnostech hostitelské bunétné linie a poZadované Uc¢innosti
systému. Optimalni metoda by méla zajistovat vysokou ucinnost transfekce, nizkou toxicitu a
minimalni vznik nezadoucich zmén v genomu. RozliSujeme metody chemické, fyzikalni a

biologické. Nékteré nize uvedené zplisoby transfekce jsou vykresleny na obrazku 8.

Chemické metody

Chemické transfekéni metody jsou v novodobém vyzkumu témi nejpouzZivanéjSimi.
Pfenos DNA do bunédk muze byt zprostiedkovan napt. fosforeCnanem vapenatym,
polyethyleniminem (PEI) nebo liposomy. Zakladni princip chemickych metod je obdobny.
Kladné& nabité transfekéni latky vytvofi komplex se zaporn€ nabitymi nukleovymi kyselinami
a jsou pritahovany k zaporné€ nabité membrang. Cizorodd DNA je tak dopravena do bunck az
k bunéénému jadru, kde mtize dojit k expresi. Uginnost transfekce s pouzitim chemickych
metod je pomérné nizka, silné totiz zavisi na faktorech jako jsou pH roztoku, typ buné¢k a stav
jejich membrany. [17] [39]
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Fyzikalni metody

Mezi fyzikalni transfekéni metody patii elektroporace, ktera spoc¢iva v aplikaci kratkého
elektrického pulzu o vysokém napéti. DNA poté prechazi do cytoplazmy pfes napétim
vytvofené pory V membrang. Pro transfekci odolnéjsich bunék (napf. rostlinnych), které hire
piijimaji cizorodou DNA, se pouzivd metoda gene gun (genova puska). Otvory ve sténach
bun¢k vznikaji nastielovanim kovovych castic pokrytych DNA. Mechanickym zplisobem
pfenosu DNA do buriky je technika pfimé mikroinjekce. Tato metoda je v§ak naro¢na, vyzaduje
presnou manipulaci a ¢asto vede ke smrti bunky. [17] [39]

Biologické metody

K ptenosu DNA do eukaryotickych bunék se pouziva virovych vektord. Podle toho se
biologické metody nékdy oznacuji jako virové. Vektory vhodnymi k transfekei jsou predevsim
retroviry a adenoviry. Pfenos je zajistén integraci virového vektoru do hostitelského genomu
ajeho naslednou expresi V transfekované bunce. Viry jsou limitovany svoji klonovaci
kapacitou neboli maximalnim mnozstvim bazi, které lze vlozit do genomu viru. Hlavni
nevyhodou je jejich cytotoxicita, pfitomnost patogenti a moznost vzniku nezadoucich inzertnich
mutaci. Efektivita pfenosu DNA virovymi vektory do buné¢k je vSak velmi vysoka. Biologické
transfekéni metody jsou relativné jednoduché na pouZiti a uplatiiuji se predev§im v genové
terapii. [17] [39]
virova mikroinjekee rJf
transfelice *

elektroporace

lipofekee

Obrazek 8: Transfekéni metody [40]

Ke stanoveni uspésnosti transfekce, méteni aktivity a k vizualizaci exprimovaného genu
se pouzivaji tzv. reportéroveé systémy. Jedna se o transgeny vkladané do vektorti a umoznujici
analyzu transfekce. Mohou jimi byt napt. geny kodujici GFP (viz dtive), luciferazu (lux a luc),
B-glukuronidaza (GUS) aj. [41] Vyhodnoceni mlze probihat prostfednictvim Neubauerovy
pocitaci komurky, pritokového cytometru ¢i odhadem pomoci fluorescenéniho mikroskopu.

25



1.8 Bunééna linie HEK293

HEK293 (human embryonic kidney) jsou lidské epitelialni bunky (obr. 9) ziskané z ledvin
zdravého embrya. Poprvé je pfipravil holandsky védec Alex Van der Eb na Univerzité
Vv Leidenu na zacatku 70. let 20. stoleti. O nékolik let pozdé&ji provedl Frank Graham jako svij
293. experiment transformaci HEK linie pomoci adenoviru typu 5. Cislo v ndzvu bunééné linie
odkazuje prave na tuto skute¢nost. Relativné jednoducha transfekce podminuje bunky HEK293
K pouziti pro produkci rekombinantnich proteinti. Tato bunétna linie se uplatiuje také
ve farmaceutickém a klinickém vyzkumu. [42]
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Obrazek 9: Bunééna linie HEK293 [43]

Vyhodou bunécné linie HEK293 je jeji snadnd kultivace. Buitky HEK293 se mnoZi
v kultiva¢nich nadobach umisténych v inkubatoru. Dilezitou podminkou je sterilita inkubatoru,
kterd zamezi kontaminaci kultivovanych buné€k jinymi mikroorganismy z okolniho prostredi,
bakteriemi ¢i plisnémi. Optimalni teplota pro rist bunék je 37 °C. Relativni vlhkost vzduchu
Vv inkubatoru by méla dosahovat 90 %, aby nedochézelo k odparovani vody z média v kultiva¢ni
nadobce. Obsah oxidu uhli¢itého v inkubatoru by se m¢l udrZzovat na 5 %. Péstovani bunck
probiha v kultivacnim médiu se slozenim blizkym extracelularni tekutin€. Byva bohaté na latky
potiebné k rastu a proliferaci bunék, jako jsou bilkoviny, vitaminy, ristové faktory, glukdza,
mastné kyseliny a lipidy, anorganické soli a stopové prvky. Koncentrace téchto latek se s jejich
spotiebou snizuje, proto je nutné dvakrat az téikrat tydné médium vymeénit. [44]
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2.  Materialy a metody

V tomto oddilu jsou popsany metody a postupy pouzité Kizolaci plasmidové DNA a jeji
nasledné transfekci do bunécéné linie HEK293.

2.1 Priprava kompetentnich bunék a amplifikace

Aby bylo mozné vpravit plasmidy do bunék, je nutné nejprve tyto bunky upravit
z nekompetentnich na kompetentni (buiiky schopné ptijmout cizi DNA). Pro amplifikaci
plasmidi ChR2, ASAP1(3,5) a Kir 2.1 byly pouzity bakterialni buiiky E. coli kmene DH5a.

Prvnim krokem byla kultivace 1 ml nekompetentnich bunék v 250 ml SOB média
pii 37 °C po dobu 16 hodin. Poté byl centrifugaci (10 minut, 5000 rpm) ziskan pelet, ktery byl
resuspendovan v 80 ml CCMBB80 pufru a 20 minut chlazen na ledu. Po opétovné centrifugaci
byl pelet rozpustén v 10 ml CCMB80 pufru. Kompetentni buiiky byly po 500 pl rozdéleny
do 20 mikrozkumavek a zmrazeny na —80 °C.

2.2 Transformace

Dalsim bodem byla transformace plasmidii do bakterii. K tomuto procesu je nezbytné naruseni
bunécné membrany bakterii. Nejprve bylo smichano 100 pl kompetentnich buné¢k s ptislusnou
plasmidovou DNA a tato smé&s byla 15 minut chlazena na ledu. Poté doslo k vystaveni
teplotnimu Soku (42 °C po dobu jedné minuty). Nasledovalo doplnéni SOB mediem do objemu
1 ml a inkubace 40 minut pti 37 °C na tfepacce. Pfipravené bunky byly naneseny na agarové

plotny s antibiotikem (ampicilin) a pfes noc kultivovany v susicce pii 37 °C.

Obrazek 10: Kolonie transformovanych bakterii (Channelrhodopsin-2)
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2.3 lzolace

Z agarovych ploten byla setfena kolonie transformovanych bakterii E. coli (obr. 10)
a kultivovana ve 100 ml LB media se 100 ul ampicilinu po dobu 12 hodin. Centrifugaci
(5 minut, 4000 rpm) doSlo k usazeni bunécného peletu, ktery byl pomoci vortexovani
resuspendovan ve 4 ml GET pufru. Naslednym pfidanim alkalického SDS (detergentu) doslo
k Iyze bunééné membrany. Pro vyrovnani pH bylo pouzito 6 ml KAc roztoku a smés byla
dukladn¢é protfepana. Po 10 minutach inkubace na ledu byla provedena centrifugace
(20 minut, 6000 rpm) a doslo k vytvofeni vodné faze s DNA a sraZeniny bilkovin a zbytki
bun¢k. Vodny roztok byl zbaven srazeniny prelitim do Cisté zkumavky.

Nasledovalo srazeni 16 ml isopropanolu po dobu 15 minut pii pokojové teploté.
Centrifugaci (10 minut, 6000 rpm) byl ziskan pelet a ten byl rozpustén v 800 ul TE pufru.
Pro eliminaci RNA bylo pfidano 0,5 pl RNazy A (20 mg/ml) a roztok byl inkubovan 30 minut
pti 37 °C. Abychom zamezili rozlozeni RNazy nespecifickymi proteinazami, byl roztok
pted jejim pfidanim zahfivan v suché 1azni na 65 °C po dobu 20 minut.

Poté byla provedena fenol-chloroformové extrakce, jejiz princip je popsan v kap. 1.3.1,
K roztoku bylo napipetovano 300 pl fenol:chloroform:isoamyl alkoholu, 200 pl 1M Tris (base)
a 100 pl 3M NaAc. Po dukladném vortexovani a propojeni vSech slozek byla smés
centrifugovana v mikrocentrifuze (3 min, 18000 rpm). Odstfedénim se roztok rozd¢lil na 3 faze.
Horni — vodnou fazi obsahujici DNA, prostfedni fazi tvofenou proteiny a spodni — fenolovou
fazi. Pro zajisténi dokonalého odstranéni proteind z roztoku se tento postup opakoval

odebranim horni vodné faze a opétovnym piidanim zminénych roztokd.

Déle bylo nutné provést extrakci fenolu pfidanim 500 pl chloroform:isoamyl alkoholu.
Tento krok byl podle potfeby 2—4krat opakovan. PteciStény roztok byl poté srazen 1000 pl
isopropanolu pii pokojové teploté po dobu 30 minut. Po vysraZeni a kone¢né centrifugaci
(10 minut, 18000 rpm) byl vznikly pelet (izolovana DNA) rozpustén v prislusném objemu

TE pufru (20 minut na tfepacce) a uchovan pro dalsi pouziti.
2.4 Gelova elektroforéza

Uspésnost izolace DNA byla zkontrolovana metodou gelové elektroforézy. Pro piipravu 40 ml
agarozového gelu bylo smichano 40 ml TBE pufru a 0,28 g agar6zy. Roztok byl ohfivan
v mikrovinné troubé, dokud nebyl ¢iry. Poté bylo pfidano 20 ul 10krat ziedéného
fluorescenéniho barviva (GelRed) pro vizualizaci DNA. Po ochlazeni na teplotu 50-60 °C byl
gel rozlit do formy s hiebinkem pro vytvofeni jamek. Jakmile gel dostate¢né ztuhnul, hiebinek
byl vyjmut a gel vlozen do elektroforetického systému vyplnéného TBE pufrem.

Do jednotlivych jamek v gelu bylo napipetovano vzdy 6 pl vzorku izolované DNA
smichaného s 2 ul nanaseciho pufru (loading buffer). Do elektroforetického systému bylo
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piivedeno napéti 80—90 V. DNA postupné putovalo od katody k anodé. Vyhodnoceni pomoci
transluminatoru bylo provedeno po 40 minutach elektroforézy.

2.5 Priprava bunék pro transfekci

Samotné transfekci predchazelo pasazovani hostitelskych bunck, kdy byly adherentni bunky
z riistové plochy (kultiva¢ni lahve) odstranény a umistény v nizsi koncentraci (5x10* bunék/ml)
do Petriho misek (9,2 cm?). Nasledovala kultivace po dobu 24 hodin.

2.6 Transfekce

Poslednim ¢asti experimentu byla transfekce bunécné linie HEK293 plasmidovou DNA pomoci
transfekéniho reagentu PEI Transfekéni roztok sestaval z 110 ul 150mM NaCl (nosné
medium), do kterého byl ptidan piislusny objem plasmidové DNA a 8-11 pl transfekéniho
reagentu PEI. Po 10 minutach inkubace pii pokojové teploté byl roztok doplnén 1000 ul
kultivatniho media (DMEM). Ke kompetentnim buikdm pfipravenym Kk transfekci
na kultiva¢nich miskach byl pfidan vznikly roztok s plasmidovou DNA a dalsich 1000 ul
kultiva¢niho média. Misky byly umistény do inkubatoru (37 °C) na dobu potiebnou k transfekci
(24-96 hodin), ktera zavisi na koncentraci plasmidové DNA a také na vlastnostech
transfekéniho reagentu. Béhem experimentu bylo 1-2krat vyménéno kultivacni medium,

jiz bez transfekéniho mixu, nebot’ ten je pii dlouhodobém pulisobeni pro buiky toxicky.
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3. Dosazené vysledky a diskuze

Bylo provedeno 22 izolaci metodou popsanou Vv kapitole 2.3. U péti z nich se nepodafilo ziskat
hodnotitelny pelet (DNA) a celkem se tedy dale pracovalo se 17 vzorky. Usp&$nost izolace byla
ovétena gelovou elektroforézou, jejiz vysledky vSak nebyly zcela prukazné. Hlavnim cilem
bylo provést transfekci plasmidové DNA do bunécné linie HEK293, kterd je spolehlivym
ukazatelem uspésnosti izolace plasmidové DNA a jejiho zaclenéni do genomu hostitelskych
bun¢k. Souhrnny piehled Gspésnosti izolace a transfekce jednotlivych vzorkt poskytuje tabulka
v ptiloze B. NizZe jsou zhodnoceny izolace a transfekce jednotlivych druht plasmidii.

3.1 Plasmid ASAP1

ASAPI1 byl nejvickrat izolovanym plasmidem. Ziskano bylo celkové 8 vzorki ASAP1
a 2 vzorky modifikovaného plasmidu (ASAP3 a ASAP5), které byly zkontrolovany gelovou
elektroforézou (obr. 11). Separaci molekul NK vyznamné ovliviuje jejich velikost
a konformace. Oc¢ekavany byly dva az tfi bandy (pruhy) — horni pro linearni formu, spodni

pro cirkularni formu a ptipadné prostfedni pro relaxovanou formu plasmidové DNA.

W

Obrazek 11: Gelova elektroforéza plasmidové DNA, 40 minut, 90 V,
ASAP (zleva vzorky 3, 8, 13, 15, 16, 17, 18, 22)

Tento piedpoklad se nepotvrdil, neznamend to vSak nutné netspéch izolace ¢i
nefunk¢nost plasmidové DNA. Za naznak bandd se daji povazovat pruhy u vzorku 22, ktery
byl izolovan komerénim kitem (viz dale). U ostatnich se vyskytuje prevazné tzv. Smouha
(ang. smear), ktera indikuje fragmentovanou DNA nebo nedostate¢né odstranénou RNA.
Pravdépodobné pticiny neprikaznosti vysledki kontroly gelovou elektroforézou jsou uvedeny
v kapitole 3.4.
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Pro kompletni ovéfeni tspéSnosti izolace byla provedena transfekce plasmidové DNA
do bun¢k HEK293 (viz kapitola 2.6). Za piedpokladu pozitivniho vpraveni plasmidové DNA
do bunék a exprese vkladaného proteinu, byla o¢ekavana fluorescence transfekovanych bunék.

U ASAPI je zptisobena piitomnosti fluorescencni znacky GFP (viz kapitola 1.2.1).

Fluorescence bun¢k byla zkontrolovana konfokalnim mikroskopem Leica TCS SP8 X
po 24-96 hodinové kultivaci. Jednotlivé vzorky zobrazené pouzitim kombinaci transmisniho
a fluorescen¢niho kanalu mikroskopu jsou na obrazku 12.

‘ ] 13 15

Obrazek 12: Transfekce, ASAP, vzorky 3, 8, 10, 11, 13, 16, 18 — kultivace 24 hodin,
vzorky 15, 17, 22 — kultivace 96 hodin

Za uspésné vyizolované miizeme povazovat vzorky 13-22, naopak u vzorkl 3-11 se
pravdépodobné jedna o nefunkéni protein. Dale je patrné, Ze bunky kultivované po dobu
96 hodin vykazuji vyrazné vétsi intenzitu fluorescence nez buriky, jejichz kultivace trvala pouze
24 hodin. Delsi doba kultivace ma vsak i svoje nevyhody. Pro transfekci je vhodna 40-80%
konfluence buné¢k (souvisla vrstva — monolayer). Pokud je konfluentni kultura pfili§ dlouho
Vv pivodni nadobé¢, zatnou se vytvaret shluky, buiiky v jejich centrech za¢nou odumirat
a odd¢lovat se od kultiva¢niho povrchu. Roste také riziko kontaminace a znehodnoceni celého
experimentu.
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3.2 Plasmid ChR2

Ziskano bylo 5 vzorkd izolovaného plasmidu Channelrhodopsin-2. Kontrola gelovou
elektroforézou dopadla obdobné jako V piedchozim piipadé. Touto metodou tedy nelze

jednoznacéné potvrdit ¢i vyvratit spravnost izolace.

Obrazek 13: Gelova elektroforéza plasmidové DNA, 40 minut, 90 V,
ChR2 (zleva vzorky 4, 12, 14, 20, 21)

VétSina vzorkll na obrazku 13 vykazuje taktéZ pfitomnost fragmentované DNA, pouze

u vzorku 21 izolovaného kitem se da hovofit o naznaku bandu.
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Pro uplnou kontrolu byla izolovana plasmidova DNA transfekovana do bunécné linie
HEK293 a byla pozorovana fluorescence bun¢k zprostfedkovana exprimovanym proteinem
YFP (viz kapitola 1.2.2). Svitivost jednotlivych vzorki mizeme vidét na obrazku 14.

Obrazek 14: Transfekce, ChR2, vzorky 4, 12, 14, 20 — kultivace 24 hodin,
vzorek 21 — kultivace 96 hodin

Co se tyce tohoto plasmidu, fluorescenci vykazuje pouze vzorek 21, ktery byl kultivovan
96 hodin. Zaroven lze ale vidét, Ze bunky jiz nevytvaii souvislou vrstvu, nejsou adherované

k povrchu (,,plavou® v mediu) a maji jiny tvar.

U vzorkl 4 a 14 se jedna pravdépodobné o nefunkéni protein a v piipad€ vzorkl 12 a 20
neni patrna zadna fluorescence. Moznymi duvody jsou nelGspéSna izolace DNA ¢i body

uvedené v kapitole 3.4.
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3.3 Plasmid Kir 2.1

I1zolaci byly vytézeny dva vzorky DNA plasmidu Kjr 2.1. Gelova elektroforéza vysla analogicky
jako pro ASAP a ChR2. Odpovida ji obrazek 15.

-

Obrazek 15: Gelova elektroforéza plasmidové DNA, 40 minut, 90 V,
Kir 2.1 (zleva vzorky 9, 19)

Vzorek 9 nema ptitomné zadné pruhy, u vzorku 19 je nepatrné viditelny naznak bandi.

Spravnost izolace byla ovétena transfekci (obr. 16).

Obrazek 16: Transfekce, Kir 2.1, vzorky 9 a 19 — kultivace 24 hodin

Exprimaci fluorescenéniho proteinu mCherry lze pozorovat u vzorku 19, izolaci DNA
mizeme pokladat za Gspé$nou. Pokud jde o vzorek 9, nejedna se o funk¢ni protein a neni

pfitomna fluorescence.
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3.4 Diskuze

V prubéhu experimentu byly jednotlivé kroky optimalizovany a modifikovany. K dosazeni

veétsi vytéznosti izolované DNA a vylouceni moznych chyb a nedostatkii pii izolaci byly

ucinény tyto kroky:

zopakovani transformace bunék DH5a a amplifikace plasmidové DNA
kontrola pH fenolu a jeho tprava piidanim Tris base (musi byt > 8)

namichéni novych roztokti potfebnych k transformaci a izolaci podle navoda
uvedenych v ptiloze A

prodlouzeni doby srazeni isopropanolem

vyména RNazy

Vyse uvedend opatieni byla uskuteénéna po ne€kolika netispésnych izolacich a vzhledem

k pozdé¢ji provedené transfekci byla ziejmée Gcinna.

Pti ovéteni spravnosti izolace gelovou elektroforézou mohlo dojit k chybdm zptisobenym

pravdépodobné lidskym faktorem. Mozné pti¢iny nedosazeni pozadovaného vystupu jsou:

Spatné rozmichani agardzy pii pripravé gelu, nasledné nehomogenni ztuhnuti
gelu (rdzné hustoty) a rozdilnd rychlost pohyblivost vzorkd v pribéhu
elektroforézy

nespravna koncentrace TBE puftru ¢i jeho kontaminace

kontaminace agardzy

rozdilnd koncentrace DNA jednotlivych vzorkd v TE pufru a tim zplsobena
riznd intenzita svitivosti DNA

nedokonalé smichani vzorku DNA s nanasecim pufrem

neuspésna izolace DNA

V nekterych piipadech se vysledek gelové elektroforézy shodoval s vysledkem

transfekce,

vjinych nikoliv. Napfiklad vzorek 13 nemél piitomné Zzadné bandy,

pod mikroskopem vS8ak fluoreskoval. Z tohoto divodu se uvedeny zplisob ovéfeni tispésnosti

izolace neda povazovat za prukazny.

Nizka nebo nulova fluorescence bunék po transfekci byla pravdépodobné zpiisobena

nasledujicimi faktory:

neuplné piecisténi DNA od fenolu a tim zptsobend degradace a omezeni jeji
funk¢nosti

nizka koncentrace DNA Vv transfekénim mixu

nevhodny pomér transfekéniho reagentu PEI a plasmidové DNA

kratk4 doba kultivace

degradace DNA v dusledku opakovaného rozmrazovani a zamrazovani vzorku

neuspésnd izolace DNA
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Pro dodate¢nou kontrolu a srovnani byly vzorky 21 (ChR2) a 22 (ASAP1) izolovany
pomoci GenElute™ Mammalian Genomic DNA Miniprep Kitu. Oba vzorky byly

transfekovany a po 96 hodinové kultivaci jevily fluorescenci, kterd potvrdila uspésnost izolace.

Nutno podotknout, Ze ackoliv izolace metodou fenol-chloroformové extrakce se nejevi
jako pfilis Gspésna, vzorky, které se podafilo vyizolovat, patii do druhé ¢asti experimentu, kdy

dochazelo k upravam a optimalizaci izola¢niho protokolu (viz vyse).
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Z.aver

Teoreticka ¢ast prace poskytla zakladni piehled o problematice plasmidové DNA a metodach
jeji izolace. Dale bylo pojednano o bakterii E. coli, konktrétné 0 kmenu DH5a, ktery byl pouzit
jako hostitelsky organismus k amplifikaci plasmidd. Pozornost byla vénovana mimo jiné také
bunééné liniit HEK293, jeji kultivaci a moznostem transfekce plasmidovou DNA.

Cilem experimentalni ¢asti byla izolace plasmidi ASAPI1, ASAP3, ASAPS, Kir 2.1 a
ChR2. Bylo provedeno 22 izolaci, jejichz spravnost byla ovéfena gelovou elektroforézou a

chemickou transfekci do bunééné linie HEK293.

Z celkového poctu uskuteénénych izolaci metodou fenol-chloroformové extrakce byl
hodnotitelny pelet ziskan v 15 ptipadech, 2 vzorky byly vyizolovany kitem. Na zakladé¢
Kontrolni transientni transfekce za pouziti transfekéniho ¢inidla PEI byla zhodnocena tispé$nost
provedenych izolaci. Nejcast&ji a zaroven nejuspésnéji izolovanym plasmidem byl ASAPL,
jehoz izolace a naslednd transfekce byla pozitivni v 6 z 9 pfipadl, coz €ini procentualni
usp&Snost 66 %. Jeho modifikované formy ASAP3 a ASAPS se vyizolovat nepodafilo.
Kir2.1 byl izolovan s 33% uspésnosti. Channelrhodopsin-2 se povedlo spravné vyizolovat
pouze jednou (uspésnost 16 %). Celkova procentualni uspéSnost izolace s vyuzitim
fenol-chloroformové extrakce dosahuje 30 %.

Jednotlivé vzorky byly nasnimany pomoci konfokalniho mikroskopu a byla zhodnocena
jejich fluorescence. Bunky kultivované 96 hodin vykazovaly vyrazn€ vétsi svitivost nez
po 24 hodinové kultivaci. Pii optimalni koncentraci transfekéniho reagentu PEI a plasmidové
DNA v transfekénim mixu by k maximalni expresi vkladané DNA mélo dochazet jiz po 48—72

hodinach kultivace.

V piisti praci bych navrhovala zaméfit se na jeden konkrétni plasmid (napt. mélo uspésné
izolovany ChR2) a zdokonalit postup jeho amplifikace a izolace.

Pro dalsi pouziti izolované plasmidové DNA by bylo vhodné stanovit jeji koncentraci a
Cistotu, bohuzel pfistroj umoznujici toto méfeni nebyl v dané dobé k dispozici. Izolované
plasmidy lze vyuzit napft. ke studiu aktivity a funkce neuronti (ChR2), monitorovani klidového

membranového potencialu (ASAP) ¢i depolarizace bunécné membrany.
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Seznam zkratek

DNA
RNA
NK
PCR
RFLP
ChR2
ASAP1
Kir 2.1
E. coli
HEK293
MCS
dsDNA
ssDNA
cpGFP

EGFP
YFP
GPCR
bp

kb

uv
SDS
KAC
SOB medium
Tris
EDTA
TE
TBE
NaAc
PEI
NaCl
RNaza
EMEM
rpm

kyselina deoxyribonukleova

Kyselina ribonukleova

nukleova kyselina

Polymerase Chain Reaction — polymerazova fetézova reakce
délkovy polymorfismus restrikénich fragmentt
Channelrhodopsin-2

Activated sensor of action potentials

Inwardly-Rectifying Potassium Channels

Escherichia coli

Human Embryonic Kidney Cells — lidské embryonalni ledvinové buiiky
multiple cloning site

double-stranded DNA — dvouvlaknova DNA
single-stranded DNA — jednovlaknova DNA

Circularly Permuted Green Fluorescent Protein — cirkularné permutovany
zeleny fluorescenc¢ni protein

enhanced GFP — vylepSeny zeleny fluorescenéni protein
Yellow fluorescent protein — zluty fluorescenéni protein

G protein-coupled receptor - receptor spiazeny s G proteinem
base pair — par bazi

kilo base pair — kilobaze (1000 bazi)

ultraviolet — ultrafialové zafeni

sodiumdodecylsulfat

potassium acetate — octan draselny

Super Optimal Broth medium
tris(hydroxymethyl)aminomethan

kyselina ethylendiamintetraoctova

Tris-EDTA

Tris-borat-EDTA

sodium acetate — octan sodny

polyethylenimin

chlorid sodny

ribonukleaza

Eagle's Minimum Essential Medium

revolutions per minute — pocet otacek za minutu
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Priloha A

Roztoky potrebné k izolaci DNA

Tris HCI 1M: 200 ml Uchovavejte pri 4 °C

Tris base (Mr = 121,14) 1M 24,25 ¢

Doplite destilovanou vodou na objem 200 ml. Upravte pomoci HCI na pH 8. Ptefiltrujte.

Tris base 1M: 200 ml Uchovavejte pri 4 °C

Tris base (Mr = 121,14) 1M 24,25

Dopliite destilovanou vodou na objem 200 ml. Prefiltrujte.

EDTA 0,5M: 100 ml Uchovavejte pri 4 °C

EDTA (Mr = 292,24) 0,5M 146 ¢

Dopliite destilovanou vodou na objem 100 ml. Upravte pomoci NaOH na pH 8. Prefiltrujte.

GET: 200 m Uchovavejte pri 4 °C
25mM  Tris-Cl pH 8,0 1M 5mil
50 mM D-(+)-Glukéza (M = 180,16) 1,89
10mM  EDTA (M;=292,24) 05M 4ml

Dopliite destilovanou vodou na objem 200 ml. Prefiltrujte.

Alkalické SDS: 200 ml Uchovavejte pri pokojové teploté
0,2M NaOH (M,=40,0) 1649
1% SDS 290

Dopliite destilovanou vodou na objem 200 ml. Prefiltrujte.

KAC: 200 ml Uchovavejte pri 4 °C
KAc (M= 98,14) 58,840
Kyselina octova (ledova) 23 ml

Dopliite destilovanou vodou na objem 200 ml. Prefiltrujte.



TE pufr: 500 ml Uchovavejte pri 4 °C

10mM  Tris-HCI pH 8,0 1M 5ml
1mM EDTA pH 8 05M 1 ml

Doplite destilovanou vodou na objem 500 ml. Sterilizujte pomoci autoklavu.

Fenol:chloroform:isoamylalkohol 100 ml

Poucziti pro extrakci DNA

1. Ptipravte chloroform:isoamylalkohol (2x) (CHCI3:IAA). Smichejte 48 ml CHCls a 2 ml
isoamylalkoholu (alesponn ACS kvalita nebo lepsi). Pouzijte sklenény valec. Uzaviete do
reagencni lahve (Pyrex) s oranzovym uzavérem. Piekryjte TE pufrem. Uchovavejte ve tmé pfi
4°C.

2. Piipravte 1:1 fenol:CHCI3:1AA (fenol-CHCI3-IAA). Smichejte rovnomérné mnozstvi (50 g)
fenolu a CHCls:isoamylalkoholu. Dikladné promichejte. Nechte rozdélit faze pii 4°C. Uzaviete
do reagen¢ni lahve (Pyrex) s oranzovym uzavérem. Piekryjte TE pufrem. Uchovavejte ve tmé
pii 4°C.

Ptiprava fenol:chloroform:isoamylalkoholu:

Poucziti pro extrakci DNA
100 g krystalického fenolu

100 ml chloroformu

100 ml H20

10g Tris

0,1g 8-hydroxychinolin [Cend = 0,05 %]
1ml EDTA[05 M]

Smichejte, v ptipad¢ potieby upravte na pH 8 ptidanim Tris

NaAc 3M: 200 ml Uchovavejte pri pokojové teploté

NaAc (M=136,08) 81,65 g

Dopliite destilovanou vodou na objem 200 ml. Prefiltrujte.

SOB medium: 1000 ml Uchovavejte pri 4 °C

2% wiv tryptone 209

0,5% wiv Yeast extract 50



10mM NaCl 0,584 g
2,5mM KCI 0,186 ¢

Dopliite destilovanou vodou na objem 1000 ml. Upravte pomoci NaOH na pH 7. Sterilizujte
pomoci autoklavu.

SOC medium: 500 ml Uchovavejte pri 4 °C
SOB medium 500 ml

10 mM MgCl. 0,876 g

20 mM D-(+)-Glukéza (M, =180,16) 1,89

Ptefiltrujte.

CCMB80 pufr: 1000 mi Uchovavejte pri 4 °C

10 mM KOACc (M, = 98,14) 0,981¢

80 mM CaCl2.2H20 (M = 147,05) 11,764 g

10 mM MgCl2.6H20 (M, = 203,3) 2,033 9

10% glycerol 100 ml

Upravte pomoci NaOH na pH 6,4

20 mM MnCl2*4H,0 (M, = 197,91) 0,958 g
Prefiltrujte.
LB agarové plotny: 20 kust Uchovavejte pri 4 °C

Do Erlenmayerovy banky o objemu 1 | odvazte:
5 g NaCl

5 g Tryptonu

2,5 g Yeast Extract

7,59 Agaru

Dopliite destilovanou vodou na objem 500 ml.

Zakruzte bankou, aby doSlo ke smichani — obsah nemusi byt kompletné cely v roztoku, ale

jakykoliv prasek usazeny na sténdch bailky zkaramelizuje pii sterilizaci v autoklavu.



Ptekryjte hrdlo banky hlinikovou folii a oznacte ji paskou pro indikaci sterilizace pro autoklav.

Sterilizujte 20 minut, nebo podle specifikaci vaSeho autoklavu.

Po vyjmuti roztoku z autoklavu nechte zchladnout na 55 °C.

Pfi nandSeni agaru na plotny udrzujte pracovni misto sterilni.

Ptidejte ptislusné mnozstvi pozadovaného antibiotika do roztoku a zakruzte.
Naneste asi 20 ml LB agaru do kazdé Petriho misky.

Nasad'te vicka na plotny a nechte zchladnout (30-60 minut), poté plotny obrat’te a nechte usadit
ptes noc. Oznacte dna ploten popiskem (antibiotikum a datum) a uchovejte v plastovém pytli
pti 4 °C.



Priloha B

Tabulka 1: Seznam provedenych izolaci a jejich uspé$nosti
(+ pro uspéch, — pro netspéch, x neprovadéno)

Poradi izolace Plasmid Pelet ziskan | Elektroforéza | Transfekce
1. ASAP1 ne X X
2. ChR2 ne x X
3. ASAP1 ano — —
4. ChR2 ano — —
5. ASAP3 ne x X
6. ASAPS5 ne x X
7. Kir 2.1 ne x X
8. ASAP1 ano — —
9. Kir 2.1 ano — —
10. ASAP3 ano — —
11. ASAP5 ano — —
12. ChR2 ano — —
13. ASAP1 ano — +
14. ChR2 ano — —
15. ASAP1 ano — +
16. ASAP1 ano - +
17. ASAP1 ano — +
18. ASAP1 ano — +
19. Kir 2.1 ano + +
20. ChR2 ano — —
21. ChR2* ano + +
22. ASAP1* ano + +

* jzolace kitem



