Separace molekul nukleovych kyselin
centrifugaci

Centrifugace se pouziva v molekularni biologii
k cisténi a charakterizaci biopolymerii a nad-
molekularnich atvaru. Prinasi téz informace
o vznasivé hustoté a sedimentacnim koeficientu,
pomoci kterého Ize za urcCitych podminek vypocitat
molekulovou hmotnost biopolymeru.
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Relativni odstrediva sila

Parametry centrifugace se nejcastéji
vyjadruji relativni odstredivou silou RCF.

m o?r w2r

RCF = (jednotka = g)

RCF se uvadi v nasobcich gravitacniho
zrychleni g nebo poctem otacek za minutu.

g = 980 cm/s?

RCF=1.119.10°.n2.r




Typy centrifugaci

Diferencialni - separace smeési homogennich
castic v heterogenim roztoku

Zonalni - separace smesi castic s podobnymi
vlastnostmi v gradientnim roztoku

A ) Izokineticka — separace dle rychlosti sedimentace
- stanoveni sedimentacniho koeficientu S
B) Izopyknickd — separace dle hustoty Castic
- stanoveni % G+C

- separace ruznych forem DNA




ZAKLADNI TYPY CENTRIFUGACE

zonalni centrifugace v hustotnim gradientu

diferencialni centrifugace izokineticka centrifugace izopyknicka centrifugace

smés latek v roztoku vzorek naneseny roztok CsCl

na povrch 5 - 20 % obsahujici

sachardzoveho gradientu smes Castic
centrfuface pri nizkych
otackach (1 000 g)

J centrifugace l centrifugace

shromazdéni sedimentu

pomaleji sedimentujici ¢astice %Atk s
centrifugace supematantu 0 OC r-sgst!ce s ”'2_5_'rh“5mt°“
pfi strednich otadkach rychleji sedimentujici fastice Castice s vySSi hustotou
(20 000 g)
shromazdéni sedimentu frakcionace obsahu zkumavky l frakcionace obsahu zkumavky
centrfugace supematantu
ph vysokych otackach
(80 000 g)
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Priprava linearniho sacharézového gradientu
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Stanoveni sedimentacniho koeficientu

Sedimentaéni koeficient dridt=Sx W2 x%xr

r - vzdalenost Castice od osy otaceni

t - doba centrifugace

S - sedimentacni koeficient
® - uhlova rychlost rotoru

Hodnota sedimentacniho koeficientu se udava
ve Svedbergovych jednotkach

18 =10"3s.

Vyuziti: charakterizace informacnich makromolekul
bunécnych organel apod.

Hodnoty S (v rozpéti 10-13 - 200 x 10-13)
napr. 30S =30 x10"13s
23S RNA, 16S RNA, nebo ribozémy 30S, 50S




Priprava sacharozovéeho gradientu

Pripravit zasobni 5, 15, 25, 35 a 45% roztoky sacharézy
(w/v). Zkontrolovat koncentraci zasobnich roztoku
refraktometricky, zmeérit index lomu

Vzorek| Koncentrace| Koncentrace Index Hustota

% (W/v) stanovena na lomu D
refraktometru " 25
S (pri 25 °C)

15
25
35
45
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Ukoly:

1) Do tabulky vyplnit hodnoty koncentraci a indexu lomu zjisténych
refraktometricky

2) Vypocitat hustotu podle vztahu
pos = 10,8601 x ng® — 13,4974 [g/cm3]

15 a 35% roztoky obarvit safraninem nebo krystalovou violeti




POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE
(POLYMERASE CHAIN REACTION) PCR

PCR umozniuje ziskat pozadovanou specifickou
DNA sekvenci bez klonovani

Metoda pro mnohonasobné zmnozeni (amplifikaci)
specifického useku DNA in vitro zalozena na
principu (enzymatické syntézy) replikace DNA.

Replikace DNA in vivo vyzaduje mnoho enzymu
Replikace DNA in vitro vyzaduje pouze jeden enzym

Teoreticky lze ziskat 2" retézcu (kopii).




PCR — Enzymaticka syntéza

1.Jako templat slouzi ssDNA, podle niz je
syntetizovan komplementarni retéezec (PCR
produkt - amplikon).

2.K zahajeni reakce je zapotrebi primer, ktery

se pripojuje na komplementarni useky DNA.
Tim je zaroven vymezen usek DNA, ktery
bude amplifikovan.
K enzymatické syntéeze PCR produktu
dochazi po pripojeni dvou primeru vazajicich
se na protilehlé retezce DNA tak, ze jejich 3'-
OH-konce smeéruji proti sobe.

3. Jako templaty pro syntézu mohou slouzit
oba retézce dsDNA, po predchozi
denaturaci.




PCR - Slozeni reakcni smeési

1. Templatova nukleova kyselina (DNA).

Mnozstvi DNA jako vychoziho materialu je velmi nizke:
obvykle postaCuje méné nez 1 ug genomové DNA,

Kvalita templatu ovlivhuje vysledek PCR.

-znecistény templat muze obsahovat inhibitory PCR
Zdroj: mikroorganizmy, bunky z tkanovych kultur, telni
tekutiny, bioptické vzorky, stéry, vlasy, atd...

2. Primery. Syntetické oligonukleotidy o velikost 10 — 30 nt.
3. dNTP ve formé Na* nebo Li* soli

4. Mg?* ionty tvofi rozpustny komplex s dNTP a vytvareji
substrat, ktery rozpoznava DNA polymeraza.

5. Termostabilni DNA polymeraza, ktera odolava teplotam
az 98 °C.
Taqg Thermus aquaticus (5°-exonukleaza)
Tth  Thermus thermophilus (5 -exonukleaza) del$i Useky
Pwo Pyrococcus woesel  (3'-exonukleaza)
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PCR - Podminky standardni PCR reakce

Pocatecni denaturace DNA. Diulezita je kompletni
denaturace templatu, obvykle postacuje zahrati smeési
na 2 — 5 min/ 95 °C. V pripadé, ze dojde pouze k
castecné denaturaci, molekuly DNA velice rychle
renaturuji a to vede k nespecifické vazbé primeriu a
moznym faleSnym vysledkim.

. Denaturacni krok (oddéleni fetézcu):94 — 95 °C / 20 — 45 s.

NedostateCné denaturovana DNA neumoziuje pristup
primerdm, naopak pfili§ dlouha denaturace sniZzuje aktivitu
DNA polymerazy (~ 2 hod / 98 °C).
Pfipojeni primeru (55 - 65 °C / 30 — 90 s) teplota uréuje
specificnost a zavisi na Tm primeru a templatu. Ta se
optimalizuje v teplotnim gradientu.

. Prodluzovani primeru (syntéza PCR produktu) probiha pfi

72 °C /45 — 90 s. Taqg DNA polymeraza syntetizuje DNA pfi
této teploté rychlosti cca 60 bazi/s. Nové syntetizované
retézce slouzi jako templaty pro dalSi cyklus.

PCR se provadi se v termocyklerech, v 25 - 35 cyklech.

. Zaverecna extenze se provadi obvykle po poslednim

cyklu (72°C / 5 min) a slouzi k dokonceni syntézy a
renaturaci jednoretézcovych produktu.




Proces amplifikace

Denaturace vzorku DNA
Pro oddéleni jednoretézcl

Pfipojeni primeru
na retézce DNA

(30-635°C, 1
min)
R ——
Denaturace pro Pocet Cyklﬁ
separaci . ,
fetézci DNA 25 _ 35 x Syntéza novych

(94°C, 30 s) ey | o020U DNA
polymerazou




PCR - Optimalizace slozek PCR

DNA. Pro standardni PCR se doporuCuje nasledujici
mnozstvi DNA podle velikosti templatu:
lidska genomova DNA: 100 - 500 ng

bakterialni DNA:1 -10 ng
plazmidova DNA: 0,1 -1 ng

Primery. Sekvence a koncentrace primeru vyznamné
ovliviiuje vysledek PCR.

Optimalni koncentrace je mezi 0,1 a 0,6 puM.

U nékterych systému muze vySSi koncentrace (az 1 uM)
Zlepsit vysledky.

NizSi koncentrace vede k predCasnemu vycerpani
primerd a snizeni vytézku.

dNTP. Vysledna koncentrace se muze pohybovat
v rozmezi 50 — 500 uM (pro kazdy nukleotid)
Nejbéznéjsi koncentrace dNTP je 200 mM. Pfi zvySeni
koncentrace dNTP je tfeba zvysit koncentraci Mg?* iontd.




PCR - optimalizace koncentrace MgCl,

MgCl,
Volné Mg?* ionty ovliviuji aktivitu enzymu a zvySuji
hodnotu Tm u dsDNA.
Pro dosazeni nejlepsiho vysledku vzdy stanovujeme
koncentraci Mg?* experimentalné.
Optimalni koncentrace muze kolisat od 1 mM do 5 mM.
NejCastéji pouzivana koncentrace je 1,5 mM (pro
200 mM dNTP).

optimalni koncentrace

0,5 mM MgCl,
1,0 mM MgCl,
1,5 mM MgCl,
2,0 mM MgCl,
2,5 mM MgCl,
3,0 mM MgCl,
3,5 mM MgCl,




PCR — optimalizace reakce

DNA polymeraza.
Obvykla koncentrace je 0,5 — 2,5 jednotek / 50 pl.

pH je dané reakénim pufrem, obvykle odpovida
pH 8,3 - 9,0.
Priklad slozeni pufru pro PCR:
10 mM Tris; pH 8.3
50 mM KCI

1,5 mM MgCl,

Pridatne latky mohou v nékterych pripadech ovlivnit
ucinnost a specificnost PCR reakce. Jejich vliv se obvykle
urcuje experimentalné:

albumin z bovinniho séra (BSA) (100 ng/50 pl)
dimetylsulfoxid (DMSO) (2- 10 % v/v) — redukce

nespecifické vazby primeru
detergenty (Triton X-100, Tween 20)

Mineralni olej — zabranuje vyparovani béhem reakce




PCR - optimalizace teploty
Teplota pro pfipojeni primeru (annealing

temperature) zkr.Ta. Teplota pouzivana pro

teplotni hybridizaci molekul primeru a matricove
DNA in vitro.

Orientacné Ize vypoditat Ta podle vztahu:

Ta=2(A+T) + 4(G+C)-5°C = Tm -5 °C




PCR - detekce PCR produktu

Stanoveni velikosti produktu gelovou
elektroforézou (agaroza, polyakrylamid).
Pozorovani pod UV svetlem.

S 1 2 3

Priklad standardni gelove
elektroforézy v agarézovém gelu.

Legenda k obrazku
S = velikostni standard
Drahy1,2 a 3 = produkty PCR




Multiplex PCR (mnohonasobna PCR)

Pri pouziti vice paru specifickych primeru, dochazi
k amplifikaci vice cilovych sekvenci pri jedné
reakci.
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PCR - vyuziti metod PCR

1. Zakladni vyzkum
izolace genu nebo jejich Casti
sekvencovani DNA
mutageneze in vitro
modifikace koncu DNA
analyza (selekce) klonu z genovych knihoven
priprava znacenych sond
2. Aplikovany geneticky vyzkum
prenatalni diagnostika (dediCnych chorob)
detekce mutaci v genech
studium polymorfizmu genua (napf. RAPD)
populacni genetika
3. Vyuziti v klinickych disciplinach
detekce patogennich mikroorganizmu (baktérii, viru,
prvoku, hub)
identifikace onkogenu
typizace nadort
stanoveni pohlavi
5. Vyuziti v praxi
archeologie
soudnictvi
kriminalistika




