Elektroforeticke separacni metody

Elektroforéza patri v molekularni biologii k
nejpouzivanéjim separacnim technikam pri izolaci a
analyze nukleovych kyselin a proteinu

* Princip
— Pohyb nabitych molekul nukleovych kyselin v
elektrickém poli

— Hlavnim nositelem naboje nukleovych kyselin
jsou zaporn¢ nabité fosfatove skupiny
» Cil
— D¢leni molekul na zakladé rozdilnych
elektroforetickych pohyblivosti



Gelova elektroforéza
e Zaklad

« Z praktickych divodu se elektroforéza neprovadi ptimo v roztoku, ale na
vhodném nosici

» V pripadé nukleovych kyselin byva nosi¢em nejcastéji gel

» Pro ptipravu gelu jsou vyhodné latky, které samy geluji a maji riiznou
porozitu v zavislosti na koncentraci gelu

Vyhody

Elektroforeticke metody nahradily ultracentrifugaci

» Dgélit Ize vSechny dilezité biomakromolekuly

» Zménou podminek 1ze d¢€lit podle rtiznych hledisek

* Rychlost

* Lze pracovat s mikrokvanty nebo preparativné v mikrogramovych
mnozstvich

« Rozdélen¢ molekuly 1ze snadno prokazat a ve funkéni formé i1zolovat
z gelu



Pouzivané nosice
Elektroforeticke gely pouzivane pro separaci
nukleovych kyselin jsou nejCastéji tvoreny

— agarozou

— polyakrylamidem
Vytvareji slozitou sitovou strukturu polymernich
molekul s pory
Velikost poru 1ze ovlivnit sloZenim roztoku a
koncentraci polymeru

Optimalni velikost separovanych molekul

— agarozove gely 100 bp az 50 000 bp
— polyakrylamidove 10 az 1000 bp



Usporadani gelové elektroforézy

e Horizontalni e Vertikilni




D-galaktoza 3,6-anhydro-L-galaktoza

Separacni schopnosti gelu v
zavislosti na koncentraci agardzy

Rozsah déleni ds DNA
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Aparatura pro horizontalni
elektroforézu




Priprava polyakrylamidovych gelu

SloZeni: kopolymer
akrylamidu a N,N,- metylenbisakrylamidu

Katalyzator — tetramethylethylendiamin (TEMED)
Iniciator — persiran amonny (NH,),S,04
Radikalova polymerace

V dusledku pritomnosti bifunkéniho agens
N,N,- metylenbisakrylamidu fetézce kroslinkuji a vytvareji gel

Separacni schopnosti elektroforetickych geli v zavislosti
na koncentraci akrylamidu

Koncentrace polyakrylamidu v gelu Rozsah déleni dsDNA
3,5% 1000 — 2000 bp
5,0 % 80 — 500 bp
8,0 % 60 — 400 bp
12,0 % 40 —200 bp
15 % 25—-150bp
20 % 6— 100 bp




Polyakrylamid
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Aparatura pro vertikalni elektroforézu




Typy polyakrylamidovych gelu

* Nedenaturujici gely

— Gely pro separaci dvouretézcovych molekul v nativnim
stavu

— Jsou pouzivany pro separacit malych fragmenti dsDNA a
heteroduplexu
* Denaturujici gely
— Gely separujici jednotetézce
— Jsou pouzivany pii sekvencovani
* Denaturujici gradientové gely
— Fragmenty DNA se pohybuji gelem, v némz se zvySuje
koncentrace denaturacniho agens

e Mocovina
e Formamid

— Pouzivaji se pro separaci stejné dlouhych fragmentu liSicich
se svou sekvenci



Pufry pro nanaseni vzorkiu

* Nanaseci pufry slouzi pi1 elektroforéze NA

— ZvysSeni hustoty vzorku - to umozni, ze DNA
klesne na dno jamky

— Obarveni vzorku pro snadngjsi nanaSeni

— Piidani pohyblivého barviva do vzorku pro
moznost sledovani prub¢&hu elektroforezy

* Rozdé¢leni nanasecich pufru
— Zalozené na sacharoze

— Zalozené na glycerolu
— Kombinovane¢



Prehled pohyblivych barviv v nanasecich pufrech

Migrace barviv je vice ovlivnéna nabojem nez velikosti molekuly

0,5-1,4% 4 % 6 %
agardza polyakrylamid polyakrylamid
Xylencyanol 4 kb 170 bp 105 bp
Bromfenolova modft 300 bp 40 bp 25 bp
Oranz G 50 bp - -

Bromkresolova zelen

Pouze pro alkalickou agar6zovou elektroforézu

100 bp




Pouzivané elektroforetické pufry

Pufr Zkratka| Pracovni koncentrace Zasobni
koncetrace
Tris-acetatovy TAE |1 :0,04 M Tris-acetat 50
1 mM EDTA
Tris-fosfatovy TPE |1 :0,09 M Tris-fosfat 10
2 mM EDTA
Tris-boratovy TBE [0,5 : 45 mM Tris-borat 5
1 mM EDTA
Alkalicky 1 :50 mM NaOH 1
1 mM EDTA
Tris-glycinovy 1 :25 mM Tris 5
250 mM glycin

0,1 % SDS




Provedeni elektroforezy
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Elektroforeticka pohyblivost DNA

Vztah mezi velikosti DNA a jeji
elektroforetickou pohyblivosti

Rychlost pohybu molekul DNA v gelu v agarézovém gelu
oznaCovana jako elektroforeticka 0.7% 1.0% 1.5%
pohyblivost je neprimo umérna
logaritmu jejich velikosti.
Velikost fragmentu DNA o
nezname¢ velikosti 1ze proto stanovit
srovnanim jeho elektroforetické
pohyblivosti s elektroforetickou
pohyblivosti fragmentli 0 zname
velikosti, oznacovanych jako
standardy velikosti nebo
hmotnostni standardy.
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Témi byvaji vétSinou restrikéni
fragmenty plazmidovych molekul
nebo genomu bakteriofagi, jejichz
presna velikost byla stanovena
sekvencovanim, napt, faga lambda. R

Vzdalenost od startu (cm)




Metody detekce

* Po prob¢hnuti elektroforézy je tieba identifikovat polohy
rozdélenych molekul, které nejsou pouhym okem viditelné.

 Molekuly DNA lze snadno zviditelnit

— Pfimym barvenim vhodnym barvivem
» Nejjednodussi a nejlevnéjsi
» Barvivo se vaze na DNA

» Zbarveni je proporcionalni koncentraci DNA a tim i velikosti fragmentl

— Ptiklad: Spolehlivé detekovatelné mnozstvi DNA v prouzku na gelu je 1-2 ng. Aby
byl detekovan fragment o velikosti 200 bp pochdzejici ze sekvence dlouhé 20 kb,
musi byt do jamky na gel naneseno 200 ng DNA.

— Koncovym zna¢enim 3P ozna¢enych dNTP piipojenych na konce fragmentu
DNA

» Lze aplikovat jen na vysoce precisténée sekvence

» Kazdy fragment ma stejny pocet koncii, intenzita znacky neni zavisla na delce
fragmentu

» Polohy prouzkili na gelu se znazorni autoradiograficky
 Je citlivéjsi nez barvici metody, ovSem drazsi
— Hybridizaci se znaCenou sondou



Fenantridinova barviva — Etidium bromid

« Interkalacni barviva vazajici se bez
sekvencni specifity na nukleové kyseliny
s cetnosti 1 molekula na 4-5 bp DNA

« Mutageny a karcinogeny
« FEtBra Pl se vaze jak na DNA, tak na RNA

« Po vytvoreni komplexu EtBr-DNA je 25 300 30 400 450 500 550 600 650 700 750
pozorovana ~20 - 30  vyssi fluorescence Wavelength (nm)

e Citlivost 1-5 ng DNA, 5 ng RNA (254 nm)

» Polyakrylamid zhasi fluorescenci EtBr, neni
moZn¢ detekovat meéné jak 10 ng DNA

Fluorescence emission
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Etidium bromid (fenantridinium, 3,8-diamino
-5-etyl-6-fenyl-bromid)

Srovnani vysledki
Amesova testu
u EtBr a SYBR

Fold increase in revertants

TAOTA  TADE  TAI00 TA102 TA1535 TA1537 TA1538
Test strain




Agarozovy gel
obarveny etidiumbromidem
pozorovany pod UV-svétlem
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Komercni kyaninova barviva - SYBR® Green a SYBR® Gold

SYBR Gold
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B e+ vysoka afinita k NA

e L * 1000 wvyssi fluorescence po vazbé na NA
«25-100 citlivéjsi nez EtBr

* Vhodna pro ds DNA, ssDNA a RNA

* 60 pg dsDNA nebo 1 ng RNA (pi1 300 nm)
 mnohem mén¢ mutagenni neZ EtBr




Barveni stribrem

Barveni NA stfibrem ma
mirn€ vyssi citlivost

nez barvenim EtBr
Citlivost 100 pg DNA v PA
dsDNA, ssDNA 1 RNA
Lepsi citlivost vykazuje

u polyakrylamidovych
gelu nez u agarozovych

Barveni zahrnuje 3 kroky: |
— Fixace (metanol, ledova kyselina octova a glycerol)

— Barveni (uhli¢itan sodny, dusi¢nan amonny,
dusi¢nan stribrny a kyselina wolframovokiemicita)

— Zastaveni (ledova kyselina octova)



Dokumentace

* Pouzivané vinove délky UV-svétla
— 254 nm
— 302 nm
— 365 nm

Kodak Wratten 22A filter

transilluminator filter

VAl o0l A W
1 ———

UV lights




Pulzni gelova elektroforéza

Pt1 konvencni gelove elektroforéze se molekuly DNA pohybuji od katody k anodé
primocare a plynule a rychlost pohybu je imérna jejich velikosti.

Rozdéleni molekul je podminéno rychlejSim priuchodem mensSich molekul
porovitou strukturou geloveé matrice.

Tento princip separace se uplatiiuje u molekul DNA do velikosti piiblizné€ 50 kb.
V¢étsi molekuly se pohybuji stejnou rychlosti a nerozdéli se.

K jejich separaci se vyuziva pulzni gelova elektroforéza.

Gel vystaven elektrickému poli, jehoz smér se pod urCitym thlem (90-180 ) v
casovych intervalech periodicky méni.

Aby se molekuly DNA mohly pohybovat ve sméru zménéného elektrického pole,
musi nejdiive zménit svou orientaci.

V¢étsi molekuly DNA spotfebuji na svou reorientaci vice ¢asu nez molekuly mensi
a jejich vysledny piimocary pohyb je proto pomale;jsi.
Techniky pulzni elektroforézy se vyuziva k separaci neporusenych molekul DNA

(napf. chromozomu kvasinek) nebo restrikcnich fragmentt o velikosti nékolika
megabazi. Horni limit velikosti separovanych molekul je 6 000 — 10 000 kb.



Z:akladni terminy tykajici se PFGE

v o ynas | s oo | sy s 1 smiown |

* Pulzni pole (pulsed field).

Elektroforeticky proces, ktery
pouziva vice nez jedno elektrické
pole, a ve kterém se elektricka
pole stiidavée aktivuyi.

* Pulzni interval (switch interval, switch time, pulse
time). Cas, po ktery je kazdé ze StI‘ld&JlClCh se
elektrlckych poli aktivovano.

» Reorientaéni ihel (reorientation angle). Uhel mezi
dvéma stridajicimu se elektrickymi poli, tj. thel mezi
ruznymi smery, ve kterych molekuly DNA putuyji.

 Homogenni pole (homogeneous field). Elektricke
pole, kter¢ ma uniformni potencialove rozdily po
celém poli.




Princip separace molekul v pulznim poli

A. Molekuly DNA o ruznych velikostech v prostiedi bez
elektrického pole

B. Separace molekul v konvencni gelové elektroforeze
(molekuly o velikosti 50 - 500 kb se pohybuji stejnou rychlosti)

C. Pt1pulzni elektroforéze je elektrické pole E1 preruseno a
nahrazeno polem E2 v jiném sméru. Aby mohla DNA ve sméru
druheho pole migrovat, musi se nejdfive reorientovat ve sméru u
nového pole. Cim jsou molekuly vétsi, tim del§i dobu spotiebuji
ke své reorientaci, a dochazi tak ke zpomalenti jejich pohybu.

Pokud jsou obé& pole stejna
(smeér, napéti, pulzni Casy),
bude vysledna draha pohybu
piima, slozena z jednotli-
vych !cik-cak* kroki.

agarose matrix






Pouzivané standardy velikosti pro PFGE

» Konkatemery plazmidu
» Konkatemery DNA faga lambda
— Velikost monomeru 48.5 kb
e Makrorestrik¢ni fragmenty bakterialnich genomu

— Staphylacoccus aureus Lambda ladder S. pombe S. cerevisiae
— Escherichia coli 57U
4’7 Vb 2200 kb
* Chromozomy kvasinek 00 35 Mo
— Saccharomyces cerevisiae
(240-2200 Kb)
— Schizosaccharomyces pombe 225K
(3,5-5,7 Mb) 50 kb

— Hansenula wingei (1,0-3,1 Mb) 25.90s 1800 s 60-120 s
— Candida albicans (1,0-4,0 Mb) Pulzni Casy

e Chromozomy Dictyostelium discodium (3,6-9,0 Mb)
e Chromozomy Neurospora crrassa (4,0-10,3 Mb)




Kapilarni gelova elektroforeza

Kapilarni gelova elektroforéza (CGE) je proces umoznujici

elektroforetickou separaci nukleovych kyselin na zakladé jejich

velikosti.

e CGE relativné malych fragmentu DNA se provadi v povrchoveé
modifikovanych kifemennych kapilarach.

e Horni limit velikosti separovanych molekul je 50 kb.

Capillary Electrophoresis

Computer

Photocat hode

Diata Out
Chart Fecorder

« CGE.AVI

Time {min)
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Pouziti kapilarni gelové elektroforézy
* Pro CGE jsou pouzivany dva typa gelu:

— relativné vysoce viskozni gely chemicky ukotvené na sténu
kapilary (chemicke gely)

— roztoky polymeru s relativné nizkou viskozitou (fyzikalni
gely)

e CE ma nasledujici vyuziti v diagnostice na trovni
nukleovych kyselin:

— Kbvalitativni a kvantitativni kontrola oligonukleotidu

— Kvantifikace genové exprese

— Detekce sond hybridizujicich s DNA v kapilare

— Studium interakce DNA s proteiny

— Genotypizace

— Automatickeé sekvencovani nukleovych Kyselin
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Priklad elektroforetogramu z kapilarni elektroforézy



