ELFO

ultracentrifugace



Gelova elektroforéza
je jednou ze zakladnich metod molekularni biologie
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GELY

- jsou tvoreny sitovitou strukturou polymernich molekul s péry
- jako nosic se pouziva agaréza (100 - 50 000 bp)
nebo polyakrylamid (10 - 1 000 bp)

Z.akladni jednotka agarozy
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Agaroza je linearni polymer, ptivod z morské rasy
rtizna cistota -> purifikace (nesmi obsahovat endonukleazy)
rizné parametry (low melting, EEO, ...)

Polyakrylamid = polymer propenamidu a N,N-metylen-bisakrylamidu



Princip ELFO

pohyb DNA s negativhim nabojem v neutralnim gelu
a elektroforetickém pufru v elektrickém poli k anodé
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ELFO pufry:

TRIS-acetatovy (TAE): 0,04 M Tris-acetat, 0,002 M EDTA, pH 8,2

- separace linedrnich molekul DNA

TRIS-boratovy (TBE): 0,089 M Tris-borat, 0,089 M kyselina borita ,
0,002 M EDTA; pH 8,5

- separace molekul mensich nez 1 kb, déletrvajici ELFO, vysoke napéti

TRIS-fosfatovy (TPE): 0,08 M Tris-fosfat, 0,008 M EDTA, pH 7,5

- separace ssDNA



Pohyb fragmentt DNA v gelu v zavislosti na jeho koncentraci
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Separace DNA fragmentu v gelu
v zavislosti na koncentraci agarozy

koncentrace agarozy (%) | rozsah déleni dsDNA (kb)
0,3 5-60
0,6 1-20
0,7 0,8 -10
0,9 0,5-7
1,2 04-4
1,5 02-3
2,0 0,1-2




Aby vzorek pri nanaseni do jamky klesal k jejimu dnu, micha se s
nanasecim pufrem. Tento pufr vzorek zaroven obarvi a v prubéhu
ELFO nam putujici barvicka dava ilustrativni prehled o vzdalenost,

kterou vzorek o odpovidajici velikosti urazil.

Obvykle byva 4 - 6 krat koncentrovany.

MuUze se pouzit napr.
0,25% bromfenolova modr (obarvi)

A4

40% (w/v) sachar6za ve vodé (zvysi hustotu)

Xylene cyanol FF
TAE:4160bp
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Electrophoresis of tracking dye
in 6xGel Loading Dye, Orange

Existuje nékolik typu nanasecich pufru, které mohou obsahovat misto

sachardzy glycerol nebo Ficol 400.



Marker = smés linearnich fragmentu DNA s definovanou délkou, umoznuje urcit
velikost molekul DNA (amplikony, plazmidy nebo fragmenty DNA po restrikénim
Stépeni) po probéhnuti elektroforézy porovnanim.
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DNA fragmenty v UV svétle 302 nm a fotodokumentace

ETb Stain G

SERVA DNA Stain G 0,3 pl/40 ml agardozy



pUC18 L . i . ; . . .
nestépeny Stépeny Na gelu vidite rdzné prouzky téhoz plazmidu, tzn. kromé

multimerd je délka jejich nukleotidové sekvence totozna.
Ktera forma/prouzek umoznuje spolehlivé urcit velikost
dimery  Plazmidu? Proc?

bp
S jednovlaknovy dvouvlaknovy
OC pDNA zlom zlom
e Lds pDNA /\[\}
2000
CCC pDNA
— kovalentné oteviena linearni
uzaviena kruznicova
1000
CCC dsDNA OC dsDNA L dsDNA
S00
Dalsi formy:
i RNA
uzel (knot) katenat (katenan)
+ supercoil -

(superhelix) + strukturdIni varianty multimerd



PFGE

kultivace

promyti bunék

Na

naredéni bunék
na pozZzadovanou hustotu

zaliti bunék do agarozy

forma na blocky

lyze a deproteinace

agarozove blocky
] s genomovou DNA
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Stépeni DNA restriktazou
primo v blocku

pulzni gelova
elektroforéeza

prubéh za specifickych podminek
CHEF Mapper system
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smeér pohybu
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ANIMATION 3D OF GEL ELECTROPH
ORESIS BETTER EXPLAINED - YouT
ube

DNA gel electrophoresis 3D animation -
YouTube

What is Gel Electrophoresis?
miniPCR bio™ - YouTube

How to Interpret Gel Electrophoresis R
esults: Different types of plasmid DNA -
YouTube



https://www.youtube.com/watch?v=czpuYnrU4E8
https://www.youtube.com/watch?v=czpuYnrU4E8
https://www.youtube.com/watch?v=GUXKQBknYQo
https://www.youtube.com/watch?v=GUXKQBknYQo
https://www.youtube.com/watch?v=GUXKQBknYQo
https://www.youtube.com/watch?v=FBW1bRCx06w
https://www.youtube.com/watch?v=FBW1bRCx06w
https://www.youtube.com/watch?v=FBW1bRCx06w
https://www.youtube.com/watch?v=c8K-NiOcaIc
https://www.youtube.com/watch?v=c8K-NiOcaIc
https://www.youtube.com/watch?v=c8K-NiOcaIc

ELFO - postup



Priprava gelu pro ELFO

Vypocitat objem gelu (vyska gelu =5 mm)

Pripravit 500 ml 1xTAE pufr ze zasob. roztoku konc. 50x

Navazit agardozu a smichat s 1xTAE pufrem tak aby vznikl 1,5% gel
Rozvarit agarézu 10 min/100°C

Opatrné promichat, vytemperovat na 50 °C

Nalit do vyrovnaného tvoritka tak, aby nevznikly bubliny

1.
2.
3.
4.
5.
6.
7.




-> prenést gel i s formou do ELFO vany, hrebinek u katody (-)
-> prelit 1x TAE pufrem, hladina cca 3 - 5 mm nad gelem
-> po preliti pufrem vytahnout hrebinek kolmo nahoru




Priprava vzorku DNA pro nanaseni do gelu

nanaseci pufr je 6x koncentrovany

1/6 DNA s
nanasecim
roztok DNA o
- A“‘

nestépena vektorova pDNA: 10 pl (500 pg/ml) + 2 pul NP - kazdy svij vzorek
stépena vektorova pDNA: 10 pl (250 pg/ml) + 2 pl NP - kazdy svtij vzorek
stépena rekombinantni pDNA: 10 pl (250 pg/ml) + 2 pl NP - 1 na prac. skupinu
PCR amplikon (inzert): min. 5 pul + 1 pl NP - 1 na prac. skupinu



- nanaset vzorky s nanasecim pufrem
- Spicka pod hladinou 1x TAE pufru
- vhodny marker (5 pl)
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Centrifugace

- je separacni metoda zalozena na pohybu castic v tekutém mediu vlivem

odstredivého pole, které vznika otacenim rotoru centrifugy.

- béhem centrifugace pusobi na ¢astici odstrediva sila
— 2 _ _
F,.=mw “r w=2pn N=rpm

F. = frik¢ni (tFeci) sila
F_, = odstrediva sila

F,, = vztlakova sila

osa otaceni

w = Uhlova rychlost

r = vzdalenost castice od osy otaceni

m = hmotnost castice

w?r = a (zrychleni)

F.es =Ma



RCF versus RPM

Parametry centrifugace se nejcastéji vyjadruji jako:

RCF (relative centrifugal force, relativni centrifugacni sila)

RCF se uvadi v nasobcich gravitacniho zrychleni g (g = 980 cm/s?)

RCF=11,18x10%xr x n 2

max

n = pocet otacek rotoru za minutu (rpm)
r = vzdalenost mista od stfedu rotace (typ a velikost rotoru)
RCF = je relativni centrifugacni zrychleni je Cislo bez rozméru — udava

REINrtipfatiopstien mipystané deftatisglssi neiwrdvitacni zrychleni Zemé
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Priklad stanoveni prumér roloru r pro rolor
s¢ sklonem kvvet 45° (vie. obr. nahofe)

F =gy -hx0.71

Priklad

P = 7,2 €M
n=14.000 rpm
ref,. =16.000% g

n |ot./min)

15.000 =

2,1 =

Nomogram pro prepocet RCF a rpm

Nomogram pro prepocet relativni
centrifugacni sily (rcf) a otaCek
rotoru za minutu (n) v zavislosti
na polomeru rotoru (r).

Priklad:

[ = 7,2 CM
n =14 000 rpm
rcf . =16 000xg




Centrifugace

* Centrifugace urychli sedimentaci pevnych Castic v kapalném
prostredi

* Na sedimentaci ma vliv:
* Vlastnosti latek (hmotnost, velikost, tvar, hustota)
* Vlastnosti prostredi (hustota, viskozita)

* Vyznam:
* Qdstraneni hrubych Castic z roztoku
sediment (pelet) x supernatant
* |zolace organel a biomakromolekul

» Stanoveni zakladnich parametri (MW, hustota, sedimentacéni
koeficient)



Pouziti

'_ Centrifugace

|
Preparativni

| ..
Analyticka

Rozdeleni centrifug

i Centrifugace

l
| | |

Pomalootadkova  Rychlootackova  Ultracentrifugace
5 000 ot/min 25 000 ot/min 80 000 ot/min




ZAKLADNI TYPY CENTRIFUGACE

diferencialni centrifugace

v homogennim roztoku
- opakovana centrifugace

zonalni centrifugace v hlustotnl’m gradientu

[

podle rychlosti sedimentace
- gradient se tvofi nanasenim vrstev
- sedimentacni koeficient (S)

|
podle hustoty Castic

- gradient vznika pfi centrifugaci
- vznasiva hustota (p)

I M W e 5

diferencialni centrifugace

smes latek v roztoku

centnfuface pri nizkych
otackach (1 000 g)

shromazdéni sedimentu

centrifugace supematantu
pn stfednich otackach
(20 000 g)

shromazdéni sedimentu
centnfugace supematantu

phn vysokych otackach
(80 000 g)

izokineticka centrifugace

vzorek naneseny
na povrch 5 - 20 %
sacharézoveho gradientu

centrifugace

pomaleji sedimentujici Castice

rychleji sedimentujici Castice

frakcionace obsahu zkumavky

LJULJLJ LJ 3

sbér frakci

izopyknicka centrifugace

roztok CsCl
obsahujici
smés ¢astic

l centrnfugace

O Castice s niZsi hustotou
Castice s vys5i hustotou

frakcionace obsahu zkumavky

sbér frakci




Sedimentacni koeficient

= dr/dt, tj. charakterizuje rychlost pohybu castice pfri izokinetické centrifugaci
(pFrepocitava se na standardni sedimentacni koeficient)

Vyuziti:
- charakterizace informacnich makromolekul, bunécnych organel apod. :
hodnoty koeficientu se pohybuji v rozmezi 10-!* - 1013 s, proto se udava ve Svedbergovych

jednotkach: 1S = 10 sekundy
napf. 30S =30 x 10 s (dale 23S RNA, 16S RNA, nebo ribozom. podjednotky 30S, 50S)

y e y

Vznasiva hustota

= hustota stanovena izopyknickou centrifugaci, ¢astice se nachazeji v oblasti, kde je hustota
roztoku stejna jako hustota castic

Vyuziti:

- separace ruznych forem DNA

- dale vypocet % (G+C): je znamo, Ze na vznasivou hustotu dsDNA ma vliv zastoupeni
jednotlivych typul para bazi, cehoz se vyuziva ke stanoveni podilu GC-paru ve vzorcich DNA;
plati: % (G+C) = (p - 1,660/0,098) .100



ultracentrifuga Beckman Optima XPN-90

Rurring

98,600

- TR




Izokineticka centrifugace zakoncentrovaného fagového lyzatu v gradientu CsCl

Pred centrifugaci Po centrifu

bunécné




Zpusoby konstrukce sacharézového gradientu

VZORKY | prevrstvovani | podvrstvovani

15%
25%

45%
Vrstvit po 1 ml

1. 45% sacharoza

2. prevrstveni 5% sacharozou

3. mezivrstveni 25% sacharézou
4. mezivrstveni 35% sachar6zou
5. mezivrstveni 15% sacharézou
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