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Zestaw dydaktyczny
umozliwiajacy
przeprowadzenie izolacji
plazmidowego DNA

ZASADA EKSPERYMENTU

Proponowany zestaw dydaktyczny ma na celu zapoznanie studentéw z
metodami izolacji i oczyszczania plazmidowego DNA na przykladzie metody
lizy alkalicznej wykorzystujacej zdolnos¢ wigzania sie DNA do zl6z
krzemionkowych w wysokich stezeniach soli chaotropowych. Izolaty
poddawane sg nastepnie elektroforezie w zelu agarozowym w celu poréwnania
wielkosci czasteczek, wyddjnosci izolacji i czystosci wyizolowanych probek
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1. PRZEBIEG CWICZENIA

A. IZOLACIA PLAZMIDOWEGO DNA

Procedura izolacji plazmidowego DNA przeprowadzana jest z wykorzystaniem
minikolumn wirowniczych, zawierajgcych odpowiednie ztoze, wydajnie i selektywnie
wigzgce kwasy nukleinowe. W pierwszym etapie izolacji dochodzi do tagodnej lizy
alkalicznej, w wyniku ktdrej DNA zostaje uwolnione z komdrki i ulega denaturacji i
fragmentacji. Po dodaniu buforu neutralizujgcego plazmidowe DNA ulega szybkiej
renaturacji, przechodzgc do roztworu. Po odwirowaniu probki plazmidowe DNA,
zawarte w supernatancie, zostaje przeniesione do minikolumny ze ztozem.
Dwuetapowe przemywanie DNA zwigzanego do ztoza ma na celu usuniecie pozostatych
zanieczyszczen i/lub inhibitoréw reakcji enzymatycznych. Oczyszczone plazmidowe
DMA eluowane jest z minikolumny buforem o niskiej sile jonowej (Elution Buffer) i jest
gotowe do bezposredniego wykorzystania w technikach biologii molekularnej, m. in.
trawienie enzymanmi restrykcyjnymi.

PRZED PRZYSTAPIENIEM DO IZOLACII

1. Kazdy z odczynnikéw zestawu nalezy wymieszad.

2. W przypadku wytrgcenia osadu w buforach Neutralization Buffer, Lysis Buffer,
Binding Buffer lub Wash Buffer, butelke z roztworem nalezy ogrza¢ do temp. so-
60°C (Neutralization Buffer) lub 37°C (Lysis Buffer, Wash Buffer) i inkubowa, az
do catkowitego rozpuszczenia osadu, mieszajgc co kilka minut, a nastepnie
schtodzi¢ do temp. pokojawej.

3. Mozna ogrzac odpowiednig iloé¢ buforu elucyjnego do temp. 70°C.

4. Nalezy pamietac, zeby wszystkie etapy izolacji przeprowadza¢ w temperaturze

pokojowej,

PROCEDURA

Kazdy student przeprowadza dwie izolacje plazmidowego DNA (z osadu bakterii
Escherichia coli transformowanych plazmidem A oraz plazmidem B) wedtug ponizsze]
procedury:
1. Osad bakteryjny doktadnie zawiesi¢ w 250 pl buforu Resuspension Buffer.

A Miedokladne zawieszenie osadu moze spowodowac znaczne obnizenie

wydajnosci izolacji.

N

Dodac¢ 250 pl buforu Lysis Buffer i delikatnie wymieszac poprzez kilkukrotne

odwracanie probdwki.

A Nalezy delikatnie wymieszac zawartos¢ probowki, aby zapobiec fragmentacji
chromosomalnego DNA. Nie worteksowac!

A Po dodaniu Lysis Buffer prébka powinna byc¢ calkowicie klarowna, w
przeciwnym razie nalezy inkubowac prébke w temp. pokojowej 1—2 min. Nie
nalezy inkubowad prébki diuzej niz 5 minut w celu unikniecia uszkodzenia
superzwinietej formy CCC plazmidu.

)
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3. Doda¢ 350 pl buforu neutralizujacego Neutralization Buffer i delikatnie
wymieszac poprzez kilkukrotne odwracanie probéwki.

A Nalezy delikatnie mieszac probke. Nie worteksowac!

A Zmetnienie roztworu lub wytrgcenie biatego osadu jest efektem precypitacji
biatek i chromosomalnego DNA.

4. Wirowac 10 min przy 10-12 tys. rpm (11-15 tys. X g).

5. Nie naruszajgc osadu ostroznie przenies¢ supernatant do minikolumny ze ztozem,
umieszczonej w probéwce odbierajgcej i wirowa¢ 1 min przy 10-12 tys. rpm
(11-15tys. x g).

A Nalezy uwazac, aby przenies¢ do minikolumny jedynie supernatant
zawierajgcy plazmidowe DNA i nie naruszy¢ osadu zawierajgcego
chromosomalne DNA i pozostatosci komérkowe.

6.  Przenies¢ minikolumne do nowej probdwki odbierajgcej (2 ml).

7. Doda¢ do minikolumny 600 pl buforu ptuczagcego Wash Buffer i wirowac przez 30
S przy 10-12 tys. rpm (11-15 tys. x g).

8. Wylac przesgcz z probowki odbierajgcej i umiescic w niej ponownie minikolumne.

9.  Powtdrzyc pkt. 7. 8. Protokotu izolacji.

10.  Wirowad 2 min przy 12-14 tys. rpm (15-21 tys. x g).

A Etap ,wirowania na sucho” ma na celu catkowite usuniecie resztek etanoly,
ktory moze powodowac inhibicje niektorych reakcji enzymatycznych.

11.  Ostroznie wyjg¢ suchg minikolumne z probdwki odbierajgcej i umiesci¢ jg w
jatowej probéwece 1,5 ml typu Eppendorf.

12.  Naniesc 60 pl Elution Buffer uprzednio ogrzanego do 70° C centralnie na zloze w
minikolumnie.

13.  Inkubowac minikolumne z buforem przez 2 min w temp. pokojowej.

14.  Wirowad 1 min przy 10-12 tys. rpm (11-15 tys. X g)

15.  Minikolumne usungc, a wyizolowane DNA przechowywac w +4° C lub -20° C do
czasu dalszych analiz.

B. PRZYGOTOWANIE 1% ZELI AGAROZOWYCH

UWAGA!!!

Wszystkie operacje nalezy wykonywad w rekawiczkach nitrylowych, stanowigcych

ochrong przed bromkiem etydyny (czynnik rakotwaérczy).

1.

Nalezy przygotowac 1x stezony bufor TAE poprzez so-krotne rozcienczenie
buforu sox TAE. Na przykiad dla przygotowania 1000 ml buforu 1x TAE nalezy do
naczynia o odpowiedniej wielkosci nala¢ 20 ml sox TAE i 980 ml wody.

Nastepnie 0,5 g agarozy nalezy rozpusci¢ w 5o ml buforu ax TAE. Do kolbki
wsypujemy odmierzong ilos¢ agarozy, zalewamy buforem ax TAE, i nastgpnie
podgrzewamy w mikrofaléwce lub nad palnikiem laboratoryjnym. Gdy roztwar
zacznie wrzed, nalezy zamieszac kolbkg i sprawdzi¢, czy agaroza rozpuscila sig

catkowicie (roztwor powinien byc klarowny).
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3. Po schiodzeniu roztworu zelu do temp. okolo 70°C nalezy doda¢ 5 pl roztworu
bromku etydyny o stezeniu 1 mg/ml i doktadnie zamiesza¢.

4. Wyla¢ zawartos¢ kolbki do tacki do wylewania zeli z osadzonym odpowiednio
grzebieniem lub grzebieniami. Nalezy zwréci¢ uwage, aby w zelu nie bylo
pecherzykéw powietrza (mozna je usunad¢ np. przy pomocy tipsa). Gdy zel jest za
bardzo schlodzony i zaczyna polimeryzowa¢ w kolbce, nalezy rozpusci¢ go
ponownie. '

5. Po zastygnieciu zelu nalezy wyjac grzebienie w taki sposéb, aby nie uszkodzi¢
studzienek. Wstawi¢ zel do komory aparatu.do elektroforezy poziomej i zala¢
buforem 1x TAE, aby catkowicie wypelit komory elektrodowe i pokryt

powierzchnig zelu.

C.  ELEKTROFOREZA AGAROZOWA PLAZMIDOWEGO DNA.

Po zakorczeniv izolacji plazmidowego DNA nalezy nanies¢ odpowiednie prébki do
studzienek w zelu agarozowym. Mozna to zrobi¢ wg ponizsze] tabeli:

F"Iabzﬁwidﬂkontrolny A 5 pl. apl

1

2 Wyizolowany plazmid A (Studentl) 10 pl 2l
3 Wyizolowany plazmid B (Studentl) 1ol 2l
4 Wyizolowany plazmid A (Studentll) 1o pl 24l
5 Wyizolowany plazmid B (Studentll) 10 pl apl
6 Wyizolowany plazmid A (Studentlll) 10 pl 2pl
7 Wyizolowany plazmid B (Studentlll) 10 2l
8 Wyizolowany plazmid A (StudentlV) | 1opl 2l
9 Wyizolowany plazmid B (StudentlV) | 1o pl 2pl
10 Plazmid kontrolny B spl apl

—  Rozdziat elektroforetyczny nalezy prowadzi¢ przez o,5-1 h, przy napigciu 7-10

V/cm dlugosci zelu (8o-110 V). _

- Nalezy zwrdci¢ uwage, aby odpowiednio podtaczyé eléktrody do zasilacza. DNA
migruje od elektrody (-) do elektrody (+). Bromek etydyny migruje w odwrotnym
kierunku, dlatego podczas dlugiego czasu prowadzenia elektroforezy zaczyna
wychodzic z zelu, w konsekwencji czego dolna czes¢ zelu przestaje $wieci¢ i w tej
czesci prazki DNA s3 coraz mniej widoczne. »

- Male fragmenty DNA poruszajg sie szybciej niz wiqksze, ktarych ruch jest silnigj
hamowany przez plagtanine wiékien agarozy tworzgcych zel. Szybkos¢s z jaka
przesuwa sie w zelu czgsteczka DNA jest odwrotnie proporcjonalna do jej masy
czgsteczkowej. Dodany barwnik (najczesciej bromek etydyny) takze migruje i jego
ruch pozwala na $ledzenie przebiegu elektroforezy. Barwnik ten, po zwigzaniu z
DNA fluoryzuje w swietle UV.

—  Po zakonczonej elektroforezie zel nalezy analizowaé w sSwietle UV

transiluminatora.
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4. WSTEP TEORETYCZNY

Plazmidy sg to autonomiczne, pozachromosomowe elementy genetyczne wystepujace
(zwykle w postaci kolistych lub rzadziej liniowych czgsteczek DNA) u bardzo wielu
organizmaw prokariotycznych oraz u niektorych eukariotow.

ich najbardziej charakterystyczng cechg jest fizyczna odrebnosc od chromosomu
gospodarza oraz zdolnos¢ do trwatego utrzymywania sie (ang. maintenance) w
komarce i replikowania sie w niej w kontrolowany sposob.

Wigkszos¢ plazmidow to koliste czgsteczki dwuniciowego DNA tworzgce strukture tzw.
CCC-DNA (ang. covalently closed circle), ktéra wykazuje negatywne superskrecenie
(wyjatkiem sg plazmidy izolowane z hypertermofilnych Archaea, u ktorych
udokumentowano pozytywne superskrecenie czgsteczek DNA plazmidowego, co jak sig
wydaje jest jednym z elementéw ich przystosowania do funkcjonowania w

temperaturach powyzej 100°C).

Nie wszystkie jednak plazmidy sg koliste, pierwsze liniowe plazmidy wykryto na
poczatku lat 8o. u drozdzy Kluyveromyces lactis, a wkrotce takze u bakterii, np. u
przedstawicieli rodzajow Streptomyces, Borrelia, Nocardia, Rhodococcus. Widoczne
czasem w preparatach mikroskopii elektronowej lub w obrazach elektroforetycznych,
formy OC i finiowe towarzyszace klasycznej postaci CCC-DNA, sg najczesciej wynikiem
przeksztatcen formy CCC w wyniku zerwania (peknigcia) jednego lub dwéch
naprzeciwlegtych wigzan fosfodiestrowych w czgsteczce kolistej.

Wielkos¢ plazmidow jest bardzo zréznicowana i zawiera sie w granicach od okoto 1000
pz (1 kpz) do nawet okoto 1,7 Mpz. Najmniejsze plazmidy, o wielkosci nieznacznie
przekraczajqcej 1 kpz, zidentyfikowano w Heamophilus somnus, Mycoplasma spp. i
Helicobacter pylori (kompletne sekwencje tych plazmidéw znajduja sie w bazie danych
NCBI). Z kolei plazmidy o gornej granicy podanej wielkosci, zwane megaplazmidami,
zostaty zidentyfikowane wsrod przedstawicieli Rhizobium i sg to czesto plazmidy
odpowiedzialne za proces symbiotycznego wigzania azotu przez gospedarza. Dolna
wartos¢ wielkosci plazmidu wyznaczana jest minimalng iloscig informacji genetycznej
potrzebnej do kodowania funkcji absolutnie niezbednych do jego powielenia
(replikacji), nie pozostawiajac praktycznie miejsca na kodowanie zadnych dodatkowych
cech fenotypowych.

Znajac wielkos¢ plazmidu tatwo jest w przyblizeniv oszacowad ile sredniej wielkosci
biatek moze by¢ kodowanych przez jego genom, czyli okresli¢ tzw. teoretyczng
pojemnos¢ kodujaca plazmidu (przyjmujemy, ze gen kodujacy sredniej wielkosci biatko,
ok. 30 kDa, zajmuje 1 kpz). Takie szacunki dajg nam wyobrazenie jaki procent
catkowitej, niesionej przez komorke informacji genetycznej, ,przypada” na informacje
niesiong przez plazmid. Wartosc¢ ta dia modelowego uki~du: komaérka E. coli niosgca
plazmid F (czyli szczep F+) wynosi ok. 2%, ale moze osigga¢ wartosci nawet do
kilkudziesieciu procent w przypadku bardze duzych lub wysokokopijnych plazmidow.
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Wykrywanie plazmiddw poprzez stwierdzenie fizycznej ovecnosci DNA plazmidowego
w puli totalnego DNA komorkowego nastepuje w kitku etapéch, z ktorych kazdy moze
by¢ realizowany wieloma sposobami. Pierwszy etap to tagodna liza hodowli bakteryjnej
w wyniku ktérej otrzymujemy tzw. surowy lizat, z ktérego nastepnie usuwamy mozliwie
duzo DNA chromosomowego, aby DNA piazmidowy, stanowigcy zwykle niewielki
procent catkowitego DNA byt tatwiejszy do uwidocznienia. Wiekszos¢ obecnie
stosowanych metod opiera sie na klasycznej metodzie tzw. lizy alkalicznej, w ktdrej
krytycznym momentem jest przeprowadzenie lizy komorek przy uzyciu lizozymu i SDS-
u przy pH 12,5 W tym etapie nastepuje takze fragmentacja i denaturacja DNA
chromosomowegqo, podczas gdy znacznie mniejsze czasteczki DNA plazmidowego
zachowujg swa strukture i po zwirowaniu masy DNA chromosomowego i pozostatych
elementéw wielkoczgsteczkowych moga by¢ odzyskane z supernatantu.

Powszechnie stosowana do celéw identyfikacyjnych jest wersja powyzszej metody
zwana potocznie ,mini-lizg alkaliczng”. Analizujemy wtedy niewielkg objetos¢ hodowli
(2,5 ml), a analize lizatu, po wstepnym oczyszczeniu, prowadzimy metodg elektroforezy
w zelu agarozowym, ktora pozwala nam uwidocznic obecne w lizacie plazmidy, a takze
okresli¢ ich liczbe i przyblizong wielkos¢. Gtéwnym ograniczeniem tej metody jest jej
przydatnos¢ do identyfikacji jedynie niezbyt duzych plazmidow kolistych (takich jednak
jest wiekszos¢).Duze plazmidy (ponad 100 kpz) mogg nie by¢ w tych warunkach
wykrywane, gdyz podczas preparatyki ulegaja tatwo mechanicznemu uszkodzeniv, a ich
DNA przechodzi do frakcji DNA liniowego. identyfikacja duzych plazmidéw mozliwa
jest przy zastosowaniu metod, w ktorych liza komdrek przeprowadzana jest
bezposrednio w zelu agarozowym, co minimalizuje niekontrolowane uszkadzanie ich
czasteczek lub przy zastosowaniu analizy elektoroforetycznej typu PFGE (ang. pulsed
field gel electrophoresis), przystosowanej do analizy duzych czgsteczek DNA. Takze
plazmidy liniowe nie sa w warunkach lizy alkalicznej wykrywane, gdyz ulegaja,
podobnie jak liniowe fragmenty chromosomu, nieodwracalnej denaturacji. W
przypadku plazmiddw liniowych wymagane jest przeprowadzanie preparatyki w
warunkach neutralnych (niedenaturujgcych).

Obecnie wieie firm biotechnologicznych oferuje gotowe zestawy do izolacji DNA
plazmidowego; zwykle opieraja sie one na klasycznej metodzie lizy alkalicznej, lecz
dzieki zastosowaniu roznego typu utatwien technicznych, znacznie upraszczajg i
przyspieszaja procedure, a takze dostarczajg preparat DNA plazmidowego o wysokim
stopniu czystosci.

Aby jedrak preparat taki charakteryzowat sie stopniem czystosci odpowiednim do
przeprowadzania jego dalszej charakterystyki molekularnej, nalezy zastosowac
procedury usuwajgce z preparatu pozostatosci DNA chromosomowego, towarzyszace
biatka, RNA, potencjalne inhibitory reakcji enzymatycznych itp.

Technika powszechnie stosowana do otrzymywania duzych ilosci czystego DNA
plazmidowego byta przez lata procedura ultrawirowania w gradiencie gestosci chlorku
cezu z bromkiem ewdyny, w ktorej ceparacja DNA plazmidowego od
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chromosomowego opiera si¢ na zréznicowanyri stopniu inkorporacji bromu etydyny
(CsCl+EtBr) przez koliste plazmidowe formy, formy OC i liniowe chromosomowe (po
celowej fragmentacji natywnych chromosomow) czasteczki DNA, co prowadzi do
zroznicowania ich gestosci ptawnej umozliwiajgcej rozdziat w gradiencie. Obecnie,
opisana technika ultra wirowania jako dos¢ pracochtonna, diugotrwata i droga, ustepuje
w popularnosci stosowania korzystaniv z licznvch komercyjnych zestawdéw do
oczyszczania DNA. Dysponujgc czystym preparatem DNA plazmidowego mozemy
zapianowac zgodng z naszymi potrzebami jego dalsza charakterystyke.

wielkos¢ plazmidu

Okresli¢ ja mozemy poprzez: (A) porownanie tempa migracji w zelu agarozowym
naturainej formy badanego plazmidu z tempem migracji wzorcowych plazmidéw o
znanej wielkosci; (B) zsumowanie wielkosci liniowych fragmentéw restrykcyjnych
otrzymanych po trawieniu DNA plazmidu jednym lub kilkoma enzymami
restrykcyjnymi, (C) zmierzenie tzw. dhugosci konturowej plazmidu z uzyciem
mikroskopii elektronowej i przyrownanie do obecnej w tym samym preparacie
czasteczki DNA o znanej dlugosci, (D) zsekwencjonowanie catej czasteczki DNA
plazmidu. Ostatnig metodg uzyskujemy najdoktadniejszy wynik, jednak niezbyt czesto
kompletne sekwencjonowanie jest uzasadnione na etapie wstepnej charakterystyki

plazmidu.

analiza restrykcyjna

Przeprowadzajgc analize restrykcyjng DNA plazmidowego z wykorzystaniem kitku
enzymow restrykcyjnych mozemy skonstruowaé¢ mape restrykcyjna, bedaca
unikatowym opisem tegoz plazmidu. Mapa taka jest niezmiernie przydatna w
planowaniu bardziej szczegdtowej analizy molekularnej plazmidu (np. w identyfikacji
modutéw strukturalnych i funkcjonalnych).

liczba kopii

Kazdy plazmid, w swoim naturalnym gospodarzu, wystepuje w okreslonej,
charakterystycznej dla siebie liczbie kopii. Mowimy o plazmidach (A) jednokopijnych
(np. plazmid F), kiedy to na komorke, a precyzyjnie mowigc na jeden ekwiwalent
chromosomu przypada jedna czasteczka plazmidu, (B) niskokopijnych, gdy liczba kopii
plazmidu okreslana w analogiczny sposéb wynosi 3-8 czasteczek (np. pSCzoz) fub (C)
wysokokopijnych (np. ColE), dla ktorego typowa liczha kopii wynesi 15-20, Jub R6K z
liczbg kopii okoto 30.

Plazmid w innym gospodarzu moze wystepowac w innej liczbie kopii, a ponadto w
warunkach laboratoryjnych jestesmy w stanie zaburzac systemy regulujace replikacje
chromosomu i plazmidu doprowadzajgc do nagromadzenia sie w komérce nawet
kilkuset kopii plazmidu (np. amplifikacja plazmidéw typu ColEx poprzez hodowanie
gospodarza w obecncsci chloramfenikolu). Celowo .wiekszana jest tez ,kopijnosc”
niektdrych wektorow plazmidowych, co ma znaczenie przy maksymalizacji odzyskania
ilosci klonowanego w takim wektorze eyzogernego DNA.
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