Elektroforetické separacni metody

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

e Princip
— Pohyb nabitych molekul nukleovych kyselin v
elektrickém poli

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



Pouzivané nosicCe
Elektroforeticke gely pouzivané pro separaci
nukleovych kyselin jsou nejcastéji tvoreny

— agarozou

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

Optimalni velikost separovanych molekul

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



Usporadani gelove elektroforézy

 Horizontalni e Vertikalni




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

Separacni schopnosti gelu v
zavislosti na koncentraci agarozy

Rozsah déleni ds DNA
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Priprava agarozového gelu




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 gelu 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 % 25-150 bp
20 % 6 — 100 bp




Polyakrylamid
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Aparatura pro vertikalni elektroforézu

Polyakrylamidove gely se pripravuji obtiznéji nez agardzove.
Obvykle se 1131 mezi dvé skla odd€lena mezerniky.




Pufry pro nanaseni vzorku

* Nanaseci pufry slouzi pi1 elektroforéze NA

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

— Obarveni vzorku pro snadnéjSi nanaseni

— Pridani pohybliveho barviva do vzorku pro
moznost sledovani prubchu elektroforézy

* Rozdéleni nanasSecich pufru
— Zalozené na sacharoze

— Zalozené na glycerolu
— Kombinovan¢



Provedeni elektroforeézy
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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
neznamé velikosti 1ze proto stanovit
srovnanim jeho elektroforetické
pohyblivosti s elektroforetickou
pohyblivosti fragmentli o zname
velikosti, oznacovanych jako
standardy velikosti nebo
hmotnostni standardy.
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Témi byvaji vétsSinou restrikcni
fragmenty plazmidovych molekul
nebo genomu bakteriofagl, jejichz
presna velikost byla stanovena
sekvencovanim, napt, faga lambda. R

Vzdalenost od startu (cm)




Metody detekce

« Po probéhnuti elektroforézy je tfreba identifikovat polohy
rozdélenych molekul, které nejsou pouhym okem viditelne.

* Molekuly DNA lze snadno zviditelnit

— Pfimym barvenim vhodnym barvivem
* Nejjednodussi a nejlevné;si
* Barvivo se vaze na DNA

» Zbarveni je proporcionalni koncentraci DNA a tim 1 velikosti fragmentii

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

— Koncovym znac¢enim 3°P oznac¢enych dNTP ptipojenych na konce fragmentti
DNA

» Lze aplikovat jen na vysoce precisténé sekvence

« Kazdy fragment ma stejny pocet konctl, intenzita znacky neni zavisla na delce
fragmentu

» Polohy prouzki na gelu se znazorni autoradiograficky
 Je citlivéjsi nez barvici metody, ovSem draZsi
— Hybridizaci se znacenou sondou



Fenantridinova barviva — Etidium bromid

» Interkalac¢ni barviva vazajici se bez
sekvenéni specifity na nukleove kyseliny
s ¢etnosti 1 molekula na 4-5 bp DNA

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

* Po vytvoreni komplexu EtBr-DNA je 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750
pozorovana ~20 - 30  vyssi fluorescence Wavelength (nm)

« 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 vysledku
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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Komerc¢ni kyaninova barviva - SYBR® Green a SYBR® Gold

SYBR Gold
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Ml | * 1000 vyssi fluorescence po vazb& na NA
«25-100 citlivé)si nez EtBr

* Vhodna pro ds DNA, ssDNA a RNA

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




Dokumentace

* Etidiumbromid a SYBR Green vyzaduji detekci
pod UV-svétlem

* Pouzivane¢ vinove delky:
— 254 nm

— 302 nm
— 365 nm

Kodak Wratten 22A filter

transilluminator filter
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Barveni stribrem

Polyakrylamidove gely zhasi fluorescenci, proto
se barvi stribrem

Barventi stribrem ma

mirne vyssi citlivost

nez barvenim EtBr
Cithivost 100 pg DNA v PA
dsDNA, ssDNA 1 RNA

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

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

— Zastaveni (ledova kyselina octova)




Pulzni gelova elektroforéza (PFGE)

Pt1 konvencni gelové elektroforéze je rozdéleni molekul je podminéno
rychlejSim pruchodem mensSich molekul porovitou strukturou gelové
matrice.

Tento princip separace se uplatiuje u molekul DNA do velikosti ptiblizné
50 kb.

VEtsi molekuly se pohybuji stejnou rychlosti a nerozdéli se.
K separaci velkych molekul 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 zmeénit svou orientaci.

V¢étsi molekuly DNA spotiebuji na svou reorientaci vice ¢asu nez
molekuly mensi a jejich vysledny primocary pohyb je proto pomalejsi.
Techniky pulzni elektroforézy se vyuziva k separaci neporuSenych

molekul DNA (napt. chromozomiu kvasinek) nebo restrikénich fragmentu
o velikosti nékolika megabazi.



Princip separace molekul v pulznim poli

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

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

C. Pi1 pulzni elektroforéze je elektrické pole E1 preruSeno a
nahrazeno polem E2 v jiném sméru. Aby mohla DNA ve sméru
druheho pole migrovat, musi se nejdiive reorientovat ve sméru u
nového pole. Cim jsou molekuly vétsi, tim delsi dobu spotiebuji
ke své reorientaci, a dochazi tak ke zpomaleni jejich pohybu.

Pokud jsou obé pole stejna
(smér, napéti, pulzni Casy),
bude vysledna draha pohybu
piima, slozena z jednotli-
vych ,,cik-cak® krokii.

agarose matrix



Z.akladni terminy tykajici se PFGE
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e Pulzni pole (pulsed field).
Elektroforeticky proces, ktery
pouziva vice nez jedno elektricke
pole, a ve kterém se elektricka
pole stridave aktivui.

e Pulzni interval (switch interval, switch time, pulse
time). Cas, po ktery je kazdé ze stfidajicich se
elektrickych poli aktivovano.

» Reorienta¢ni thel (reorientation angle). Uhel mezi
dvéma stiidajicimi se elektrickymi poli, tj. thel mezi
ruznymi smery, ve kterych molekuly DNA putuyi.

 Homogenni pole (homogeneous field). Elektricke

pole, které ma uniformni potencialové rozdily po
celém pol.




