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Elektroforeza nukleovych kyselin




Princip elektroforezy

Pohyb nabitych molekul v elektrickém poli

Déeleni molekul na zakladeé rozdilnych pohyblivosti,
které zavisi na: naboji, velikosti (hmotnosti) a tvaru




Deleni podle prostredi

Volna elektroforéza (v roztoku)

Zonova elektroforéza (na nosici, gelova)




Volna elektroforeza
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Zonova elektroforeza




Deleni podle usporadani

Horizontalni Vertikalni

_/_\-l— _

Kapilarni

zdroj vysokého napéti
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Viastnosti elektroforézy

»> Z praktickych duvodu se elektroforéza
neprovadi primo v roztoku, ale na
vhodném nosici (vetsinou gel)

» Pro pripravu gelu jsou vyhodnée latky,
které samy geluji a maji ruznou porozitu
v zavislosti na koncentraci gelu




Gely a pohyb castic v nich

» agaroza nebo polyakrylamid

» sit'ovita struktura — koncentrace polymeru
> agarézove gely = stovky az 50 kbp

» polyakrylamid =10 az 1 000 bp




Co musi splnovat gely

» Homogenni

> |nertni, tj. bez nespecifickych interakci
» Mechanicky pevné

» Transparentni

» Reprodukovatelna a snadna priprava
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Vyhody elektroforezy

Elektroforetické metody nahradily ultracentrifugaci
Aparatury jsou levné, casto je lze vyrabet svepomoci
Délit 1ze vSechny dulezité biomakromolekuly
Zménou podminek lze délit podle riuznych hledisek
Rychlost

Lze pracovat s malymi mnozstvimi nebo preparativnée
v mikrogramovych mnozstvich

Rozdéelené molekuly Ize snadno prokazat a ve funkcni
forme izolovat z gelu




Elektroforéza nukleovych kyselin

Optimalni velikost separovanych molekul

» agarozove gely 100 bp az 50 000 bp
» polyakrylamidoveé gely 10 az 1 000 bp

Rychlost pohybu makromolekul

> je neprimo umerna logaritmu velikosti molekul
=> nutné porovnani s velikostnimi standardy




Vztah mezi velikosti DNA a
pohyblivosti pri elektroforeze

Cim mensi molekula,
tim dal ubéhne
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Zkuste stanovit

Elektroforezu budeme deélat ve cviceni
a tam si i1 zapocitate, ted’ si zkuste
velmi jednoduchou ulohu
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Vizualizace nukleovych kyselin

> ethidiumbromid
> SYBR GREEN
> stribro

UV (256,312nm) 590nm

— 4




Viastnosti ethidiumbromidu

> Vaze se jak na DNA, tak i na RNA

» Po vytvoreni komplexu EtBr-DNA je
pozorovana ~20 — 30x vyssi fluorescence

» Citlivost 1-5 ng DNA, 5 ng RNA (256 nm)

> Polyakrylamid zhasi fluorescenci EtBr, neni
mozné detekovat méne jak 10 ng DNA




Interkalace ethidiumbromidu
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Naviléekani interkalatoru
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Interkalator GelRed™

Wikimedia Commons ©




Barvivo SYBR Green |

» vysoka afinita k NA

> 1000x vyssi fluorescence
po vazbe na NA

> 25 - 100x citlivejsi nez
EtBr

» vhodné pro dsDNA, ssDNA a RNA
» 60 pg dsDNA nebo 1 ng RNA (pri 300 nm)
» mnohem méné mutagenni nez EtBr




Srovnani citlivosti SYBR Green | a
EtBr

SYBR

EtBr




Barveni stribrem
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- T » vhodné pro dsDNA,
sSDNA a RNA

:
|
l
|

— —
— T ———
—

- ==

i

> Barveni NA stribrem ma mirneé vyssi citlivost
nez barvenim EtBr

> Lepsi citlivost u polyakrylamidovych gelu
(100 pg DNA) nez u agarozovych




Vyuziti elektroforezy

» separace molekul
» studium struktury DNA
» studium interakci mezi NA a proteiny

L-forma

CCC-forma




Elektroforeza - animace

http://www.dnalc.org/ddnalc/resources/animations.html




Pulsni gelova elektroforeza

> urcena k déleni velkych fragmenti DNA a
chromozému (nad 50 kbp, stovky kbp, megabaze)
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Aparatura na PFGE




Pekna animace znazornujici pohyb
DNA v pulsnim poli je na




Jak se provadi PFGE

1) Bunky se naredi na vhodnou koncentraci

%0:
SU

3) Agarozoveé blocky se opracuji enzymy — lyze,
deproteinace % D

4) Na genomovou DNA v bloccich se aplikuji

restriktazy
QU

2) Bunky se zaliji do agarozy




Jak se provadi PFGE

5) BloCky s rozstepenou genomovou DNA se
nanesou na elektroforézu %D




Priklad aplikace PFGE

Diferenciace mykobakterii po stepeni Nofl

» nastroj pro epidemiology a
epizootology
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» stanoveni fylogenetickeé
pribuznosti
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» nezbytna pocitacova analyza
dat

| porovnej s RFLP!




Jiny priklad aplikace PFGE

Diferenciace Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis po stéepeni SnaBl, Spel

> Pokus odliit RFLP typy B-C1

Diferenciace Mycobacterium avium subsp.
hominissuis po stéepeni Xbal, Dral

» Studium genetické diversity kmenu izolovanych
u pacientu s AIDS




Jak se vyhodnocuji fragmenty ziskané
po PFGE?

Analyza zmen ve fragmentu 4 000 bp

+ RE - RE +500 -500

Velikosti 4000 2500 60004500 3500
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Viiv mutace na PFGE spektrum

Mutace Vysledek

» bodova +RE » ztrata fragmentu + 2 noveé

> bodova -RE > ztrata 2 fragmentu + 1 vétsi
novy

» inzerce > stejny pocet fragment, ale
jeden se ,,prodlouzi o delku
inzerce

> delece > stejny pocet fragment, ale

jeden se ,,zkrati“ o délku delece




Kritéria pro epidemiologii

Pocet . .
Pocet zmén v

PFGE

Kategorie genetickych
zmeén

Epidemiologie

Neodlisitelné 0 0 Soucast ohniska
Pravdépodobné
Blizce pribuzné 1 2-3 (probably)

soucast ohniska

Mozna (possibly)

Asi pribuzne 2 4-6 soucast ohniska

Odlisné >3 27 Mimo ohnisko

Tenover et al. (1995): Journal of Clinical Microbiology 33 (9), 2233-2239




Denaturacni gelova elektroforeza

» V pritomnosti denaturacniho Cinidla
(formamid, mocovina) behem elektroforéezy
DNA zvolna denaturuje

» Vznikaji lokalni vetvene struktury
s jednoretezcovou strukturou

> Stejné dlouhé molekuly o rizné sekvenci
vytvareji rozdilné struktury a pohybuji se
ruznou rychlosti

> Lze dosahnout detekce rozdili az jediného bp

Podobny efekt ma gradient teploty




Elektroforéza se uplatnuje pri
sekvenovani nukleovych kyselin

> desitky az stovky paru bazi
» denaturujici polyakrylamidoveé gely (mocovina)

» moderni metody vyuzivaji kapilarni gelové
elektroforezy
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Existuje taky elektroforéeza proteinu

» polyakrylamidoveé gely denaturujici a
nedenaturujici

> ruzné zpusoby detekce — Comassie briliant
blue, stribro

kDa

Apx| = e e 105

Fig. 1. SDS-PAGE analysis of recombinant Apx | produced by E. coli. Lane 1: 20 ul aliquot

of culture lysate before inductionand 3 hours after IPTG induction (lane 2), lane 3: 20 ul aliquot
of inclusion bodies from 3 hours cultured cells OD = 100 and OD = 20 (lane 4), lane 5: MW marker.




Vice si o elektroforéze
proteinu rekneme ke konci
semestru




Priklady vyuziti elektroforezy

Jsou obsahem prednasky pro 5. roCnik

» Polymorfismus délky restrikénich fragmentt (RFLP)

» Polymorfismus délky amplifikvanych fragmentu
(AFLP)

> Polymorfismus délky fragmentu DNA vytvorenych
cleavazou (CFLP)

» Polymorfismus konformace jednoretézcu (CSCP)
» Polymorfismus konformace dvouretézcu (DSCP)




A tak to nekdy taky chodi ...
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