Metody v genomice a proteomice

genomika

lekce 1 |Izolace DNA a RNA, Separace nukleovych kyselin (P. Prochazkova Schrumpfova)
lekce 2, 3 Manipulace s DNA (Stépeni, klonovani, znaceni..) (M. Fojtova)
lekce 4 Techniky zalozené na renaturaci DNA (M. Fojtova)
lekce 5 Sekvenovani, analyza genové exprese (J. Fajkus)
lekce 6 Vyuziti mutantd v genomice (J. Hejatko)
proteomika

lekce 1 Pfiprava proteinovych izolatu, separace/frakcionace proteinu (J.Havlis)
lekce 2, 3 Hmotnostni spektrometrie proteind (Z. Zdréhal)
lekce 4 Analyza proteinovych komplexu (J. Palecek)
lekce 5 Metody makromolekularni strukturni analyzy (J. Marek)

lekce 6 Pfiprava rekombinantnich proteinu (R. Dopitova)



1) Metody izolace nukleovych kyselin

* CIstota  ¢asova narocnost metody

* vytezek 5 X « ekonomicka naro&nost
 vychozi material

(mnozstvi, kvalita, typ bunék...)
* izolace ve zkumavce B
o kity
» automaticke roboty

vytéZnost: rozpad DNA pfi izolaci: znecisténi RNA: Cistota DNA pro dalSi aplikace :

A B A B A B




RozruSeni bun éénych membran a denaturace protein  Q:

sosmoticka lyze: (E.coli, Zivo¢iSné tkané: krev, mozek...)

smechanicka lyze: (kvasinky, houby, rostliny, Zivoc¢isné pojivové tkané..)
v tfeci misce v tekutém dusiku,
sklenéné kulicky,
tyéové homogenizatory...

v tfeci misce
v mechanickém
disruptoru

}

senzymaticka lyze: (spory, kvasinky...)
lysozyme, celulaza atd.

sionogenni detergenty:
sodium dodecyl sulfat (SDS)
N-laurylsarkosin

guanidinium hydrochlorid ... ofiklad rozpadu DNA
eneionogenni detergenty: (umozni rozpustit bunéénou membranu pfi pfi mechanické lyzi
zachovani jaderné membrany; izolace plazmidové DNA)

Triton X100

NP-40...



Inhibitory nukleaz:
EDTA ((etylendiaminotetraoctova kyselina) chelatace dvojmocnych iontl (kofaktort nukleéaz))
laurylsiran sodny a N-laurylsarkosin

Odstran éni RNA:;
RNaza

Odstran éni polysacharid u:

rostliny, houby a n _ékteré bakterie

Extrakci s cetyltrimetylamonium bromidem (CTAB). Kladné nabity CTAB se
vaze s negativné nabitymi polysacharidy (pectin, xylan..)V zavislosti na
koncentraci NaCl dochazi k precipitaci DNA nebo kontaminat (pfi 0.7-0.8 M
NaCl jsou polysacharidy vyprecipitovany a DNA zastava v roztoku).

Odstran éni protein U:

proteinase K

fenol/chloroformova extrakce
F:CH:IAA (25:24:1); protfepat; stocCit; odebrat vodnou fazi
CH:1AA (24:1); protfepat; stoCit; odebrat vodnou fazi



fenol/chloroformova extrakce

Fenol: srazi proteiny pfitomné ve vodném lyzatu (pro DNA pH=7)
Chloroform: organické rozpoustédlo, nemisitelné s vodou, po jeho pfidavku
dochazi k vytvofeni dvou fazi: horni vodné a dolni organické.

|Izoamylalkohol: zvySuje rozpustnost fenolu v chloroformu; po skonceni
protfepavani prejde fenol do chloroformové faze.

Protfepavanim dojde k miseni fazi, po miseni se smés rozdéli na dvé faze
— horni vodnou a dolni chloroformovou.

Vysrazené proteiny jsou na rozhrani fazi.

Nukleové kyseliny jsou obsazeny v horni vodné fazi

odstranény i stopy fenolu v roztoku, které by mohly interferovat napf. s pouzitim
enzymu pfi dalSim opracovani izolovanych nukleovych kyselin.
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|zolace DNA

Srazeni DNA
Adsorpce na silikat



|zolace DNA
Srazeni DNA v nevodném prost redi

Ethanol - OH
OH

|lzopropylalkohol Py

«diky elektrostatickym interakcim je polarni molekula DNA snadno rozpustna v__ polarni H20
ekationty soli _ (napf. Na+, Mg2+, Li+...) neutralizuji naboj _ cukr-fosfatového rfetézce DNA
(PO3-); DNA se stava méné hydrofilni, tedy mén é rozpustnou v H20

selektrostaticky naboj mezi ionty e v H20  diky vysoké dielektrickeé konstanté nizky (ionty
soli jsou viceméné volné (obklopené molekulami H20), netvofi iontové pary); ethanol ma nizsi
dielektrickou konstantu a umozni_tak zformovani iontovych par 0 DNA-kationt

Before After
Adding Ethanol




Isopropanol vs. EtOH

sIsopropanol ma nizsi dielektrickou konstantu nez EtOH tzn. DNA se srazi rychleji a pfi
nizSim mnoZstvi isopropanolu (35% isopropanol vs. 75% EtOH pfi 0.5M soli)

*Béhem srazeni isopropanolem dochazi k precipitaci v étS§iho mnozstvi soli nez s EtOH
*Pfi pouziti EtOH je nutna vyssi koncentrace DNA, aby doSlo ke srazeni; avsak soli zustavaji
rozpustne (i pfi nizkych teplotach).

*ProtoZze DNA pfi koncentracich nizSich nez 20ng/ml precipituje az pfi teploté 0-4°C,
doporuduje vétSina protokolt mix DNA/s Gl/EtOH ponechat srazet -20°C O/N nebo -80°C / 1h.
Avsak staci 15-30min/led . Mix s isopropanolem se nedoporu ¢€uje chladit , protoZze dochazi
k precipitaci zbytecné velkého mnozstvi soli.

*QOdstran éni prebyte énych soli (bilé zbarveni peletu) stati oplach peletu 70% EtOH (DNA
se zadina rozpoustét pfi 65%EtOH).

Vyb ér soli

: Acetat sodny (0.3M vysl. konc., pH 5.2)

: Chlorid sodny (0.2M vysl. konc.) pro vzorky s SDS, aby SDS neprecipitoval s EtOH (napf.

: izolace plazmid DNA...); [ale CI- ionty mohou inhibovat nasledné proteinovou syntézu (napf.
: polymerace, in vitro translace...)]

: Chlorid lithny (0.8M vysl. konc.) vhodné pro izolaci RNA; selektivné precipituje plnodélkové
: RNA transkripty

: Acetat amonny (2M vysl. konc.) vhodné pro odstran&ni dNTP; ale amnonné ionty inhibuiji

: napf. T4 PNK



Izolace DNA

Srazeni DNA ve vodném prost redi

polyaminy: N,
spermidine ’

spermine

H
HQN/\/\N/\/\/N\/\/NHZ
H

svysoce selektivni precipitace DNA (nevhodné pro genomovou DNA, ne <50bp)
spokud se chcete vyhnout F:CH:IAA extraci

svhodné pro izolaci DNA-vazebnych proteinu

sodmyti polyaminu oplachem peletu koncentrované solii (napf. LiCl, NaOAc...)

polyether: o, 1 n
PEG 7o

svhodné pro délkové selektivni DNA precipitaci

*hUre precipituje nizkomolekularni DNA (<150bp)

sruzné molek. hmotnosti PEG 300 g/mol az 10,000,000 g/mol
codmyti PEG oplachem peletu EtOH

napf.:% PEG 8000 -- odstranéni fragmenti mensich nez:
10% -- <300bp
6% -- <500bp
5% -- <700bp
4% -- <1kb



Izolace DNA

Adsorpce na silikat

DNA se v pfitomnosti chaotropnich soli adheruje na silikatovy povrch
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kity pro izolaci DNA (rostlinné, zivocCisné...)

: RNA (celkova, mRNA...)
plazmidové DNA
odstranéni kratkych oligo (napf. dNTP po PCR reakm)
izolace z DNA gelu...

a jejich vyhody /nevyhody
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|zolace rostlinné genomove DNA

NucleoSpin® Plant Il

1 Homogenize

Table 2: Plant s

Plant species

*homogenizace v tfeci misce
enutno odstranit zbytky bunéénych stén
sizolace v SDS / CTAB pufru

es tested with NucleoSpin® Plant 1l

Plant tissue / organ

CTAB ISDS

Lysis buner
successfully tested

PL1

PL2

¥}

=] =] -]
samples 100 mg 400 mg 1500 mg
2pcallisic — 400 uL 17mL R om. K
10 pL RNase A 25 puL RNase A 100 uL ANase A
65°C, 10 min 65°C, 10 min 65°C , 10 min
ALTERNATIVELY ALTERNATIVELY ALTERNATIVELY
300 u. TR (TN PL2 | 53ml B
= 10 puL RNase A 25 ul RNase A 100 plL RNase A
65°C, 10 min 65°C, 15 min 65°C, 20 min
75 L 2004 700 . IR
onice, 5 min onice, 5 min onice, 5 min
3 Filtration / —
Clarification
=11,000 x g, 4,500 x g, 4500x g,
Chilysate g QD 2 min E C-j 10 min @ C> 10 min
Y
4 Adjust DNA binding 450 ul PC 23mLPC 10mLPC
conditions
5 Bind DNA
=11,000 x g, 4,500 x g, 4,500 x g,
g C—D 1 min C—E 2 min C—E 2min
6 Wash and dry silica 400 ul PW1 1 mLPWA 4mLPWI
membrane n n
211,000 x g, 4500x g. 4500x% g,
C:j 1 min @ 2 min 2min
g 700 L PW2 Bl :miewe 10 mL PW2
5 211,000 x g, 4500 x g, 4,500 x g,
Cj 1 min Qj 2 min 2 min
EJ 200 L Pw2 B miewe Ell 2mLPwz
211,000 x g, 4500x g, 4500x g,
@3 2min 6::-3 10 min @3 10 min
7 Elute DNA 50 pL PE 200 pL PE 1000 pL PE
— 65°C, 5 min 65°C, 5 min 65°C, 5 min
=11,000x g, 4500 x g, 4500 x g,
| :3 1 min @ 2 min @3 2min

Repeat elution step

Repeat elution step

Repeat elution step

MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG - Neumann-Neander-Str. 6-8 - 52355 Duren - Germany
Tel. +49 24 21 969-270 - Fax: +49 24 21 969-199 - tech-bio@mn-net.com - www.mn-net.com

= Typical yield

1-30 g

10-100 pg

50-300 pg

Abies alba (fir)
Amorphophallus titahum
Apium graveolens (celery)
Arabidopsis thaliana
Boreava orientalis
Cleisostoma racemiferum

Doritis pulcherrima
Eichornia azurea
Encephalartos natalensis
Galium aparine

Hordeum sp. (barley)
Isatis kotschyana

Laurus azorica (laurel)
Lupinus sp. (lupin)
Lycopersicon esculentum
(tomato)

Myagrum perfoliatum
Oryza sativa (rice)
Persea feru./caerulea
Pteridium sp.

Pterocarya fraxiniofolia
Rosa sp. (rose)

Rubus fruticosus (blackberry)
Sameraria nummulartia
Secale sp. (rye)
Stereochilus sp.
Tauscheria lasiocarpum
Trachycarpus takil
Trichoglottis sp.

Triticum aestivum (wheat)
Vigha radiata (mung bean)
Zea mays (maize)

Zea mays (maize)

Needle

Leaf

Corm

Leaf

Leaf, herbarium sample
Inflorescence rachis, silica-
gel dried

Leaf, silica-gel dried
Leaf

Leaf

Leaf

Leaf

Leaf, herbarium sample
Leaf

Leaf

Stem

Leaf, herbarium sample
Leaf

Leaf

Leaf

Leaf

Leaf

Leaf

Leaf, herbarium sample
Leaf

Leaf, silica-gel dried
Leaf, herbarium sample
Leaf

Leaf, silica-gel dried
Leaf

Root

Leaf

Grain, dried, ground
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v
Not tested
v
v
v
Not tested

Not tested
Not tested
Not tested
v
v

v

Not tested
v
v

v

v
Not tested
Not tested
Not tested

v

v

v

%
Not tested

v
Not tested
Not tested

A NN

toto neni slibovanych x ug DNA

vytéznost genomove DNA udané vyrobci a realita se mohou liSit o fad(y)




"rychlo-izolace" DNA vhodna pro pfimou PCR

For mouse tails, hair, animal tissus, buccal swabs .
Ext t-N-A Ti PCR Kit For Plant Leaf Magerial
T Isse Extract-N-Amp Plant PCR Kit
{ i
1 4

ﬂ ’ : dvojice primera: | 1 2 3

Add mesne tail Buical puah, s b Eotractian
Taiue Pemparation Solution mbihure

Fuinch lpaf &k
Uo d
IR AT N0 Daeif faf 10 min, cl

l’ Fiat ¢ 96 C €43 i, inoubate with Bxtraction Solutian
1 Haat 35 *C for 10min,

3 il ﬁ 15 miswies J
2

el Netralization B Seluticn ok Dl i Sokatices

L i
J . .
| A-izolace kitem

-
" H "
el aliqpuot oF estract & Mix aliqunt of extract with B- rych|0_|zolace
Mix sliguet with RECECacr-N-Amp™
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1 .
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eu rostlin pfima izolace genomové DNA z listového disku a nasledna PCR
nefunguje pfilis dobre -zalezi spiSe na konkrétni kombinaci primeru



RNA

Zhruba 95% objemu NK v bunce tvofi RNA.

odstran éni RNA: po izolaci NK pfidam RNazu (nutno znovu predistit F:CH extrakci, vysrazet DNA
EtOH)

izolace RNA: stejny postup jako u DNA
Pro extrakci se pouziva kysely fenol pH=4 (DNA pfejde do organické faze a ve vodne fazi
zustane spiSe RNA)

RNazy - vSudypfitomné a velmi odolné enzymy, Stépici RNA. Material i vodné roztoky musi
byt zbaveny RNaz (oplach EtOH, DEPC (Diethylpyrocarbonat; kovalentné modifikuje His,
Cys a Tyr))

Skladovani_ RNA vzdy pfi -70 °C (ochrana proti pusobeni RNaz)

ribosomalni RNA

Spatné RNazovana genomova DNA

az 95% celkové NK tvori RNA




|zolace plasmidové DNA

Separace plasmidové DNA a bakterialni genomové DNA, zaloZzena na rozdilné velikosti molekul

_Birnboimova metoda*“

» alkalicka denaturace (pH=12) v pfitomnosti
SDS - denaturuje plasmidova i bakterialni
DNA

» neutralizace (KAc, pH 5.5) — plasmid
renaturuje, dlouha bakterialni DNA ne

o centrifugace - plasmidova DNA v roztoku,
genomova DNA je vazana na proteiny, které
v tomto prostfedi precipituji

* (RNase A), precipitace ethanolem

PLASMID
o~ [ DNA

KOIOnkOVé klty B Za|02eny na tomto prInCIpu 1 (1) Detergent (SDS) lyses ba_clerial qell; spdium hydroxide denatures
k0|0nka a chromosomal and plasmid DNA into single strands.

(2) Potassium acetate/acetic acid returns so1u_1ion to neutral pH and
precipitates lipids and large proteins. Partially renatured

PRECIPITATE chromosomal DNA is trapped in precipitate, while renatured
CONTAINING plasmids remain in solution.
CHROMOSOMAL

DNA (3) Centrifugation separates plasmid DNA from precipitate.



Izolace DNA pomoci CsClI gradientu

2 M CsCl 0.5 M CaCl
density = 1.5 g/mL density = 1.2 g/mL
Centrifugation ;
3M CsCl
densty = 2.5 o/mL
Low
CsCl
density
T
High

300 000 x g, 12 hodin
v zatavenych polypropylenovych zkumavkach
v pfitomnosti EtBr

—

j - Protein
i e -, Genomic DNA
o < _ "> Nicked circular DNA

Tl OOOOCKD  supercoied DA




|zolace mitochondrialni DNA

osmoticka lyze bun ék v pufru pH=7

(rostlinna tkan: sachar6éza nebo mannitol 0.2—-0.5 M, zivocisSna tkan: 0.15 M KCI)
EDTA- inhibuje proteolytické enzymy

BSA (Bovine serum albumin) - vychytava fenolicke latky uvolnéné napf. z vakuol,
vaze mastné kys, inhibice proteaz..

PVP (Polyvinylpyrrolidone) - absorbuje fenolicke latky

diferen €éni centrifugace

1) ctfg.kratce s nizkymi otackami nap¥. 3000 g / 5-10 min.;

pelet: obsahuje zbytky bunécnych stén, jadra, intakni plastidy, Skrobova
zrna...

supernatant: mitochondrie...

2) ctfg. dlouze a delsi ¢as (napf. 10,000 g / 10—-20 min.); hruby
mitochondrialni extrakt

pelet: obsahuje mitochondrie, peroxizémy, zbytky membran plastidu

gradientova centrifugace
ctfg. v gradientu roztoku Percolu. Intaktni mitochondrie vytvofi separovany
prstenec oddéleny od ostatnich kontaminant zhruba v 25-30%.




|zolace chloroplastové DNA

diferen €éni centrifugace

1) ctfg.kratce s nizkymi otackami (napf. 1500 g / 15 min.);
pelet obsahuje plastidy, zbytky bunéénych stén, jadra,
Skrobova zrna

gradientova centrifugace

ctfg. v gradientu roztoku Percolu (napf. 2600g/14h nebo 3
6500g/1h)Chloroplasty vytvori separovany prstenec
oddéleny od ostatnich kontaminant mezi 35-napf.55%.




2) Elektromigrace

* metoda vyuzivana k separaci makromolekul na zakladé naboje, konformace nebo velikosti
» migrace nabité Castice v elektrickém poli je tmérna jejimu celkovému naboji, velikosti a tvaru

vytéZnost: rozpad DNA pfi izolaci: znecisténi RNA: Cistota DNA pro dalSi aplikace :

A B A B A B




2) Elektromigrace

* metoda vyuzivana k separaci makromolekul na zakladé naboje, konformace nebo velikosti
» migrace nabité Castice v elektrickém poli je tmérna jejimu celkovému naboji, velikosti a tvaru

v=q.E/f

au

ryehlost e lkovy habbi

intenzita'el. pole

frikéni (tfeci) koeficient
(popisuje tvar a velikost molekuly)



2) Elektromigrace

* metoda vyuzivana k separaci makromolekul na zakladé naboje, konformace nebo velikosti
* migrace nabité Castice v elektrickém poli je tmérna jejimu celkovému naboji, velikosti a tvaru

Celkovy naboj molekuly:

v=q.E/f

/] one

molecule
rychlost

celkovy haboj

intenzita'el. pole shosphate

group

frikEni koeficient
(popisuje tvar a velikost molekuly)

pl > pH kladny néboj
pl < pH zaporny naboj

emalé ¢astice s velkym nabojem — velka pohyblivost
svelké ¢astice s malym nabojem — mala pohyblivost



2) Elektromigrace

* metoda vyuzivana k separaci makromolekul na zakladé naboje, konformace nebo velikosti
» migrace nabité Castice v elektrickém poli je tmérna jejimu celkovému naboji, velikosti a tvaru

v=0.E [ f Tvar: ohyby, struktury...

2

rychlost

celkovy haboj

intenzita'el. pole

frikEni koeficient
(popisuje tvar a velikost molekuly)




2) Elektromigrace

* metoda vyuzivana k separaci makromolekul na zakladé naboje, konformace nebo velikosti
» migrace nabité Castice v elektrickém poli je tmérna jejimu celkovému naboji, velikosti a tvaru

v=q.E/f DNA vs. RNA

2

rychlost

celkovy haboj

intenzita'el. pole

frikEni koeficient
(popisuje tvar a velikost molekuly)




Elektroforéza

e agarozova
vhodné pro rozliSeni dlouhych fragmentd DNA a RNA (1kb ssDNA ~ 330 kDa)
(>400 bp)

 polyakrylamidova

vhodné pro rozliSeni kratkych fragmenti DNA nebo sekvenci liSicich se zaménou
jednoho nukleotidu (<400 bp)

e horizontalni vertikalni

Electric field and
—_—

Direction of migration

R




Agaroza: Polyakrylamid:

vétSinou horizontalni separace vétSinou vertikalni separace

Ammonium Persulfate
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Fig. 25. Gel structure of agarose. (Lids, T. Doctoral thesis. Acta Universitatis Upsaliensis
1975. Reproduced by kind permission of the Author.)




agardzova elektroforéza

eagar se ziskava z bunécnych stén cervenych fas
*slovo agar pochazi z malajského slova agar-agar = meduza

agar je smesi agarozy a agaropektinu

sagaroza je neutralni linearni polymer agarobiozy (disacharid D-galakt6za and 3,6-
anhydro-L-galaktopyrandza)

sagaropektin je heterogenni smési malych vétvenych molekul s navazanymi sulfaty,
které se oddéluji od agarézy pomoci naboje

Terciani struktura agarézy je dvojSroubovice se schopnosti akomodovat vysoké mnozstvi
vody (az 99.5%).

AGAROSA o S ~e

i b ageing
o o A 2? ~45°C
o okt M cf;b i s iy ——
o-xd W0 dyo g A\ oY _ ~100°C —100°C
o 5
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o i \ o 3 =
NV % e N
e o ™
o o
W : °‘“~Hz-’° ™ sol state initial gel final gel structure
- o™ iy

AGAROPECTINA

Fig. 25. Gel structure of agarose. (Lids, T. Doctoral thesis. Acta Universitatis Upsaliensis
1975. Reproduced by kind permission of the Author.)



EEO - Elektroendoosmoéza

Agardza je prodavana v nékolika urovnich €istoty podle mnoZstvi zbytkovych nabitych
sulfatovych a karboxylovych skupin ___, jejichz ionty mohou migrovat ke katodé a zpusobovat
jev zvany elektroendoosmoza (EEO).

*V pfitomnosti nabitych sulfatovych a karboxylovych skupin vznika elektricka dvojvrstva
*Mobilni ¢ast iont i se pohybuji sm érem k elektrod €&, dochazi ke vzniku proudéni

*EEO je zpusobena tokem vody , ktera je pod vlivem téchto volnych iontl undSena smérem ke
katodé.

*Dochazi k neselektivnimu a tedy nezadoucimu pohybu  €astic

G W b |
380G ¥
TR
Product # Grade EEOQ Transition Temp. Gel Strength Anion Traces Add to Cart

Agarose Type IX-A, . ‘ 2-.
A2576 Ultra-low Gelling =0.12 gel point =20 °C 2300 g/cm sulfate (S04

By . pricing (v
Temperature (1.5% gel) =0.14%
=1200 ;j.-'cm2 _
Agarose Type VI-A, figh gel point 41 °C (1.5% gel) sulfate (50.2) -
LEARA: Gelling Temperature St +15°C =800 ;l-'t:m2 =0.20% = A
(1% gel)
=500 gj.-'cm2 _
i =, { 3 ¢ Lo
AT299 Agarose Type XII <0.14 E?lf?('jm 41°C (1% gel) , SLIILate (S04 pricing (v
- =800 g/em =0.20%
(1.5% gel)
aaroselion i gel point 36 °C =700 glem? sulfate (S05%7): -
AB304 electrophoresis Electrophoresis = =0.40 150 (1% gel) S pricing (v




RozliSeni agaroz:

Low-melting agarozy

Snizeny bod tani ze standardnich ~90°C na nizSi teploty
 zvySeni koncentrace agarésoveho gelu na koncentraci
az ~4%, vhodné pro separaci menSich molekul DNA
*méné "pevné" gely

sizolace DNA z gelu bez DNA denaturace

sin-gel PCR
*in-gel ligace
Agardsa pro "pevneé" gely pational
*pulsed field gel elfo. (PFGE) AquaPorLE AquaPerLM AquaPor HR AquaPorES
viz. dale
EEQ <012 = 05 =012 = (1L.05

{-mid

Gel Strength = 1200 @ 1.0% =450 @ 1.0% =400 @ 1.5% =1700 @ 1.0%
= 1700 i@ 3.0% = 1100 4o 3.0% = 3200 @ 1.5%

@icma)

Gal T = 37 (@ 1.0% < 2T (@ 1.5% < 26 @ 1.5% < 410 @ 1.5%
) e =35 % 1.0%

Malt T < 02 @ 1.0% < 65 @ 1.5% =66 i 1.5% < B i@ 1.5%
=it @ =5a 41 Er 60
Sulfate = 0.20 =020 =020 < 0.20

(%]

DNase, RNase, Mona Mong Mona Mone

Proteasa




Nej€ast éji pouzivané pufry:

TBE Tris/kyselina borita/EDTA

soptimalni pro rozliSeni molekul fragmentd DNA od 0.1- to 3-kb
*kys.borita je silny inhibitor mnoha enzymu

svhodna pfi vysokém napéti (>150 V)

TAE Tris/kyselina octovd/EDTA

soptimalni pro rozliSeni DNA od 12 kb to 50 kb

*ma nizSi pufrovaci schopnost nez TBE, ale je mozno pouzit separovanou DNA pro
dalSi enzymatické aplikace (pfi vylou¢eni EDTA)

pfi NiZSim napéti dostaneme lepsi rozliSeni

*TAE pufr je vhodny pro separaci DNA s nadSroubovicovitym vinutim

TBE TAE

linear cee oc linear cee oc

10 kbp

5 kbp
3 kbp
2 kbp

pozn.: pfi separaci DNA s nadSroubovicovitym
vinutim nutno pouzit vhodny marker



Nej€asteéji pouzivané pufry:

TBE Tris/kyselina borita/EDTA

soptimalni pro rozliSeni molekul fragmentd DNA od 0.1- to 3-kb
*kys.borita je silny inhibitor mnoha enzymu

svhodna pfi vysokém napéti (>150 V)

TAE Tris/kyselina octovd/EDTA

soptimalni pro rozliSeni DNA od 12 kb to 50 kb

*ma nizSi pufrovaci schopnost nez TBE, ale je mozno pouzit separovanou DNA pro
dalSi enzymatické aplikace (pfi vylou¢eni EDTA)

pfi NiZSim napéti dostaneme lepsi rozliSeni

*TAE pufr je vhodny pro separaci DNA s nadSroubovicovitym vinutim

DalSi mén & pouzivané pufry:

TPE Tris(base)/kyselina fosforeCna/EDTA
TTE TRIS-TAPS-EDTA

TTE Tris-Taurine-EDTA ...



Nanaseci pufry:

zvysSeni hustoty nanaseného vzorku:

-glycerol o
*Ficoll Dyes Sizes
*sacharoza — Aylene cyanol FF 7,000 - 6.000bp
barva:
sbromfenolova modf
-xylen cyanol — Cresol red 900 - 700bp
oOrange G — Bromophenol blue 300 - 500bp
skresolova Cerven

—Orange G 50 - 100bp

H20O nebo pufr (napf. TAE, TBE...)

On a 1.2% agarose gel in 1 X TBE.

vybér vhodné nanaseci barvy:




Vizualizace DNA:;

1) fluorescen ¢€ni vizualizace

Ethidium bromide (2,7-diamino-10-ethyl-9-phenylphenanthridinium bromide)

» Excitacni maximum je kolem 590nm, avSak vyuzZiva se absorbce UV e
zareni pfi 254, 302 a 366 nm. Emisni max. je 605 nm. B Yie
sinterkalaci do hydrofébniho prostfedi DNA se diky zbaveni se molekul tN— S S,

H20O zvysi sila fluorescence zhruba 10x

olimit detekce DNA pouhym okem je zhruba 10ng/band

*ssDNA je nutno davat na gel zhruba 5x vice nez dsDNA

sinterkalace EtBR dsDNA kazdych 2.5 pb

*EtBr retarduje mobilitu DNA zhruba o 15%

*EtBr inhibuje polymerizaci PAGE gelu

*béZna koncentrace pouzivana pfi barveni agar6zovych geld je 0.05 pg/ml

diky EEO putuje EtBr k anodé

|| _aEciee SR R
| TR !!}
‘ = = |




Syber Green |

sabsorbuje UV 250 nm a 300 nm avSak nejsilngjSi absorb&ni max ma v rozmezi modrého
svétla (Amax = 497 nm)

semituje zelené svétlo (Amax = 520 nm)

*Pfi pouziti 300 nm transiluminatoru Ize detekovat méné nez 60pg dsDNA/band

*Pfi pouziti specielniho epi-iluminatoru (254nm) Ize detekovat jiz 20pg dsDNA/band

*tzn. SYBR green | je 25x senzitivnéjSi nez EtBr

svyuZziti pfi real-time PCR

w 2
o ©
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Z\@
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wavelength (nm)



Syber Green |

sabsorbuje UV 250 nm a 300 nm avSak nejsilngjSi absorb&ni max ma v rozmezi modrého
svétla (Amax = 497 nm)

semituje zelené svétlo (Amax = 520 nm)

*Pfi pouziti 300 nm transiluminatoru Ize detekovat méné nez 60pg dsDNA/band

*Pfi pouziti specielniho epi-iluminatoru (254nm) Ize detekovat jiz 20pg dsDNA/band

*tzn. SYBR green | je 25x senzitivnéjSi nez EtBr

svyuZziti pfi real-time PCR

Syber Green Il na detekci sSDNA/RNA

*Pfi pouziti specielniho epi-iluminatoru (254nm) Ize detekovat jiz 100 pg RNA nebo
SSDNA.

*Pfi pouziti 300 nm transiluminatoru je mozno detekovat zhruba 500 pg RNA/band.
GelGreen excitace pfi UV(254nm), modrym svétlem(470 nm) nebo laserem (488
nm); nutno pfidat zeleny filtr

GelRed excitace pfi UV(302 nm); staci EtBr filtr

Gel Star

Sybr Safe fluorescenéni Amax pfi 280 a 502 nm; emisni Amax 530 nm




Toxicita DNA vizualiza c¢nich barev

Test bunééného barveni:

A) 5 min.
incubation
1) T g
SYBR Dyes GelGreen GelRed
v & N
B) 30 min.
incubation

Figure 2. HeLa cells were incubated at 37 <C with 1X of SYBR Green |, SYBR Safe, GelGreen and GelRed,
respectively. Images were taken following incubation for 5 min (panel A) and 30 min {(panel B), respectively. SYBR
Green | and SYBR Safe entered into cells rapidly as evident from the bright green nuclear staining {only images
from SYBR Green are shown). However, GelRed and GelGreen were unable to cross cell membranes as shown
by the lack of any fluorescence staining.

Amesuyv test:

Results from Ames Test Using Salmonella Strain TA98
with S9 Metabolic Activation
(Tests performed by Litron Laboratories Inc., Rochester, NY)

OSYARGren  @FtRr @ GelGreen  BGelRed

Number of Colonies

o 0.1 025 0.5 1 25 5 75 10 25 50
Dose (ng/plate)
gure 4. son of among GelRed™, SYBR® Green | and EB in +1 frameshift

r strain TAGS with the presence of 39 fraction. v
s SYBR® Groen | became cytotoxic at this concent

almoneila indic.
n. i indicat

Avsak dle Ohta et al., 2001 je SYBR green v bakterialnich burikach oSetfrenych UV
zarenim vice mutagenni nez EtBr...



Vizualizace DNA:;

2) radioaktivni vizualizace

vhodné pro vizualizaci malého mnozstvi DNA:
(southerntiv n. nothernlv pfenos na nylonovou membranu, hybridizace s radioaktivné
znacenou sondou)

Nejéast éji pouzivana radioaktivni zna ¢&ka: 32P

-koncové znaceni DNA (vyména 5 koncového fosfatu za radioaktivné znaceny pomoci
polynukleotid kinazy)

5 i
™
3plIIlIIIIlIIlII5;

-znaceni celych sond (,nick translace” : zna¢eni DNA radioizotopy metodou posunu zlomu)

ST T T T T T T T EtBr koncové znacéeni znad. nick transl.
’ ° celkova DNA telomericka DNA chloroplast. DNA

'ﬂi Igwg s%iﬂ'*ﬂw

-



pozn. pozor na mnozstvi separované DNA:

pfi velmi malém mnozstvi DNA ma na mobilitu DNA vliv také EEO, pfitomnost
interkalacnich Cinidel a samotné malé mnozstvi DNA

elfo bez EtBr elfo s EtBr
(radioaktivni vizualizace telomerickou sondou) (radioaktivni vizualizace telomerickou sondou)

ST ITERR ]




Separace RNA:

Pfi nepfitomnosti denaturujicich €inidel si RNA zachovava
sekundarni struktury, které znemoznuji separaci podle velikosti.

Formaldehydovy denatura €ni gel: (pro RNA)
agarozu rozvafit v DEPC H20 (zabrani se degradaci RNA);
10X MOPS pufr: 0.2M MOPS pH 7

50mM NaAc

10mM EDTA

doplnit na vysl. 1% formaldehyd

Denaturujici alkalické gely:  (pro DNA)

agardzu nutno rozvafit v H20 (v pfitomnosti NaOH se agard6za nerozvafi);
po schladnuti pfidat NaOH
50X Alkalicky pufr _: 1.5M NaOH
50mM EDTA
separacni pufr je 75mM NaOH




Separace DNA liSicich se v jedné bazi:

SSCP (jednovldknového konformacéniho polymorfismu)

Separace jednovlaknové DNA na nedenaturujicim _ ..::‘7

polyakrylamidovém gelu pfi nizké teploté. DNA fetézec "/
Ve v s . age ﬁ |

se sbaJl !oc,)dle vnitfnich kpmple,me,ntairlt. |\/|Oova|Ita ,DNA Vo wedie &

gelu zavisi na konformaci. Mala zaména muze véstke - T o T8 g (128

zmeéne sbaleni, které Ize nékdy odlisit pomoci SSCP & | |

DGGE (denaturac¢ni gradientova gelova elektroforéza)

Separace DNA molekul v polyakrylamidovém gelu. Gel obsahuje linearni gradient
formamidu a mocoviny. Dvouvlaknova DNA putuje rychlosti uréenou jeji molekulovou
hmotnosti do doby, nez vstoupi do té ¢asti gelu, kde je takova koncentrace
denaturacnich latek. Ze zpnusobi denaturaci dsSDNA na jednovlaknové molekuly.

Danaturant
0% 100G
B 55 A 0% Danaturant 70%
.._a—_ T
i m
s, 7 m
Partiay i e 5.. mlfIWIIEI-t-,'[:IEI B
meted [ OO g mak Mutant 3
widelype | Parhaty oot o a
heitad . Sogke @ @
/ mutant  stands & B
merr Coibls sivand

TGGE (denaturacni gelova elektroforeza teplotnim gradientem)




Separace velkych DNA molekul:

PEGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis)

FIGE
«Standardni gelova elfo rozlisi DNA fragmenty do 75kb; L £
vétsi fragmenty putuji pospolu
sseparace v ménicim se elektrickém poli (orinetace
polu o 90°; 120°; 180° atd.) s

dulezité parametry:
delka pulzu; orientace; chlazeni; pufr; agaréza s nizkym EEO




Separace DNA struktur:

2D elfo

prvni rozmer:
pfi nizkém napéti v nizkoprocentni agardze dochazi k separaci DNA
molekul dle velikosti, bez vlivu struktury

vyfiznu pruh DNA, ktery chci separovat a vlozim na vrchol nového gelu

druhy rozmér:
pfi vysokém napéti ve vysokoprocentni agardze v pfitomnosti EtBr
dochazi je mobilita silné ovlivnéna tvarem molekul a slozZitosti struktur

A B C D E

SIMPLE Y HUBBLE DOUBLE Y BUDBLE = Y Y = QDUBLE Y 11.8 kb/ : 11.8 kb’/ .

probe
18S rDNA

probe
5S rDNA




Meéreni koncentrace izolované DNA:

ode éet mnozstvi DNA z gelu:
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GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder

0'GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder,
ready-to-use

bpng0Spg %

10000 300 B0

Eum 30,0 15.0

soEp 1k 13D

4000 300 B0

3500 300 B0

o 70.0 14.0

— — 2500 250 A0

= — 2000 250 5.0

% — 1500 250 50

g — 1000 60.0 120

& — 750 250 5O

= — B0 250 B0
r

— 250 250 G0
=
=
=
#

0.5 patane, 3 cm lendgth gel,
1XTAE, 7Vicm, 45 min




meéreni spektrofotometricky:

A=c¢g.c.l

A = absorbance (bez jednotek)

€ = extinkéni koeficient (M-icm1) (konstanta pro kazdou DNA)
c = koncentrace (M)

| = tlouStka kyvety (vétSinou 1cm)

Nezname-li extink éni koeficient , mizeme pro uréeni koncentrace DNA o vysoké
molekularni hmotnosti pouzit zjednoduSeného predpokladu:
roztok dsDNA o absorbanci 1.0 p i 260nm ma& koncentraci 50 pg/mL
ssDNA 33 pug/mL
RNA 40 pg/mL

méreni DNA v
kyvetach:

; Buggy I
oy
I el ~ g8y




meéreni spektrofotometricky:

A=c¢g.c.l

A = absorbance (bez jednotek)

€ = extinkéni koeficient (M-icm1) (konstanta pro kazdou DNA)
c = koncentrace (M)

| = tlouStka kyvety (vétSinou 1cm)

Nezname-li extink éni koeficient , mizeme pro uréeni koncentrace DNA o vysoké
molekularni hmotnosti pouzit zjednoduSeného predpokladu:
roztok dsDNA o absorbanci 1.0 p i 260nm ma& koncentraci 50 pg/mL
ssDNA 33 pug/mL
RNA 40 pg/mL

méreni DNA v
kyvetach:
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méfeni velmi malych
objemu DNA:

Ca




meéreni spektrofotometricky:

vysoka absorbance:

260 nm nukleove kyseliny

280 nm proteiny

nizka absorbance NK a proteinu:

230 nm
pom ér A260/280
pro DNA: 1.8 pokud je pomér >1.8 je vzorek kontaminovan RNA
pro RNA: 2.0 <1.75 je vzorek kontaminovan proteiny
pom ér A260/230

pro DNA: 1.5-1.8  jiny pomér naznacuje kontaminaci napf. fenolem, solemi,
EDTA, mocovinou, TRIzol, guanidinium HCI...

Absorbance by méla byt mezi 0.1-1.0
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Dékuji za pozornost

...a pristé
Miloslava Fojtova

Manipulace s DNA (Stépeni, klonovani, znaceni, ...)

Enzymy pouzivané v molekularni biology (restrikCni endonukleazy typu I, II, 1lI;
metylacné citlivé enzymy, izoschizomery)

Vektory (bakteriofagy, plasmidy, cosmidy, umélé bakterialni a kvasinkové
chromozomy)

Klonovani do plasmidu __ (ligace s tupymi a koheznimi konci, transformace

s pouzitim chemicky kompetentnich bunék, transformace elektroporaci,

screening)
Radioaktivni a neradioaktivni metody _ znaceni nukleovych kyselin.




