Separacni techniky nukleovych
Kyselin

 Metody * Vlastnosti vyuzivaneé

— Elektromigraéni  pro deéleni
_ Centrifugaéni biomakromolekul

— Chromatografické ~—Molekulova hmotnost
— Konformace a tvar
— Naboj
— Hustota



Metody elektroforeticke

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



Gelova elektroforéza
e Zaklad

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

» V ptipade nukleovych kyselin byva nosi¢em nejcasté)i gel

* Pro ptipravu gelu jsou vyhodne¢ latky, které¢ samy geluji a maji riznou
porozitu v zavislosti na koncentraci gelu

Vyhody

Elektroforetické metody nahradily ultracentrifugaci

» Aparatury jsou levné, Casto je 1ze vyrabét svépomoci

« Délit Ize vSechny dilezité biomakromolekuly

« Zménou podminek 1ze dé€lit podle rtiznych hledisek

* Rychlost

» Lze pracovat s mikrokvanty nebo preparativné v mikrogramovych
mnozstvich

« Rozdélené molekuly 1ze snadno prokazat a ve funkéni formé izolovat
z gelu



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 slozenim roztoku a
koncentraci polymeru

Optimalni velikost separovanych molekul

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



Usporadani gelove elektroforézy

 Horizontalni e Vertikilni
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D-galaktoza 3,6-anhydro-L-galaktoza

Separacni schopnosti gelu v
zavislosti na koncentraci agarozy

zuby hiebinku
‘! i | / podlozka




Priprava agarozového gelu




Aparatura pro horizontalni
elektroforézu




Elektroforeticka pohyblivost DNA

Vztah mezi velikosti DNA a jeji
elektroforetickou pohyblivosti

« Rychlost pohybu molekul DNA v gelu v agarézovém gelu
oznacovana jako elektroforeticka
pohyblivost je neprimo umérna
logaritmu jejich velikosti.

» Velikost fragmentu DNA o
neznamé velikosti 1ze proto stanovit
srovnanim jeho elektroforetické
pohyblivosti s elektroforetickou
pohyblivosti fragmenti o znamé
velikosti, oznacovanych jako
standardy velikosti nebo
hmotnostni standardy.
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e Témi byvaji vétSinou restrikéni
fragmenty plazmidovych molekul
nebo genomu bakteriofagl, jejichz
presna velikost byla stanovena
sekvencovanim. 2

Vzdalenost od startu (cm)




Aparatura pro vertikalni elektroforézu

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




Priprava polyakrylamidovych gelu

Slozeni: kopolymer
akrylamidu a N,N,- metylenbisakrylamidu

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

V dusledku ptitomnosti 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—-150bp
20 % 6 — 100 bp




Polyakrylamid
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Typy polyakrylamidovych gelu

* Nedenaturujici gely

— Gely pro separaci dvouretézcovych molekul v nativnim
stavu

— Jsou pouzivany pro separacit malych fragmentii dsDNA a
heteroduplexui
* Denaturujici gely
— Gely separujici jednoretézce
— Jsou pouzivany prii sekvencovani
* Denaturujici gradientové gely
— Fragmenty DNA se pohybuji gelem, v némz se zvySuje
koncentrace denatura¢niho agens

e Mocovina
e Formamid

— Pouzivaji se pro separaci stejné¢ dlouhych fragmentu lisicich
se svou sekvenci



Pufry pro nanaseni vzorku

* Nanaseci pufry slouzi pi1 elektroforéze NA

— ZvySeni hustoty vzorku - to umozm ze DNA
klesne na dno jamky '

— Obarveni vzorku pro snadnéjSi nanaseni

— Pridani pohybliveho barviva do vzorku pro
moznost sledovani prubéhu elektroforézy

» Rozd¢€leni nanasecich pufru
— Zalozené na sacharoze
— Zalozené na glycerolu

— ZaloZené na Ficollu®

— Kombinované
— Alkalické




Prehled pohyblivych barviv v nanasecich pufrech

Migrace barviv je vice ovlivnéna nabojem a pufrem nez velikosti
molekuly

0,5 — 4 % 6 %
1,4 % | polyakryl- | polyakryl-
agaroza amid amid

Xylencyanol 4 kb 170 bp 105 bp
Bromfenolova | 300 bp 40 bp 25 bp
modf
Oranz G 50 bp - -
Bromkresolova | Pouze pro alkalickou elektroforézu el
s 100 bp e T T LT




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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Shlédnout video: How To Load and Run Agarose Gel Electrophoresis
(BioRad) https://www.youtube.com/watch?v=uAttINVEEEwY




Konformace DNA ovliviiuje mobilitu v gelu

Dwration of vreavment

———
Forma 11

Relaxed circular Torm I"-; __-'"'i o
(low mability)

Direction of

DMA migration Linearized form MI Forma I11

(moderave mobility)

Superhelical form sl + Forma I
(high mobility) -




Metody detekce

» Po probéhnuti elektroforézy je tteba 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 (interkala¢ni nebo povrchove struktury)

« Zbarveni je proporcionalni koncentraci DNA a tim 1 velikosti fragmentti

— Priiklad: Spolehlivé detekovatelné mnozstvi DNA etidiumbromidem 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 3P oznacenych dNTP pfipojenych na konce fragmentt
DNA

» Lze aplikovat jen na vysoce precisténe 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



Rozdéleni barviv pro detekci nukleovych Kyselin

Klasicka barviva NA  Kyaninova barviva
— Interkalac¢ni fenantridinova — Puvodni patentovana
barviva  Pro barveni geli
 Etidium bromid — SYBR Gold
» Etidium homodimer — SYBR Greenlall
- Propidium jodid R
— Indolova a imidazolova barviva *\Pro kyantifikaci
vazajici se na menSi zlabek = E_\/Asreen
— ricoureen
° DAFI . e — OliGreen
» Hoechst (bis-benzimid) e e
— Dalsi b?tryiva — Pro buiikky impermeabilni s
* Akridin oranz vysokou citlivosti
e 7-amino-aktinomycin D « TOTO, TO-PRO a SYTOX
* Hydroxystilbamidin — Pro buiiky permeabilni
* LDS 7§1 :  Cytologicka barviva SYTO
— Nevyzadujici detekc1 UV-svétlem — Chemicky reaktivni SYBR

* Metylénova modf barviva tvofici biokonjugaty
* Barveni stfibrem



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 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 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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Asymetricka kyaninova barviva - SYBR Green a SYBR Gold

SYBR Green I SYBR Gold
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BT + vysoka afinita k NA

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




Dimerni kyaninova barvivas vysokou afinitou k NA

a:bscidietig i\
POPO-1
BOBO-1
YOYO-1 MUl
TOTO-1 :
JOJO-1
POPO-3
LOLO-1
BOBO-3
YOYO-3 Wavelength (nm)
TOTO-3

Citlivost 15 — 50 pg dsDNA (300 nm)
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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 agarézovych
Barveni zahrnuje 3 kroky:

— Fixace (metanol, ledova kyselina octova a glycerbl)

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

— Zastaveni (ledova kyselina octova)



Dokumentace

» Pouzivaneé vinove delky 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.

Rozd€leni molekul je podminéno rychlejSim pruchodem mensich molekul
porovitou strukturou gelove matrice.

Tento princip separace se uplatnuje u molekul DNA do velikosti ptiblizné€ 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 uhlem (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 mensSi
a jejich vysledny ptimocary pohyb je proto pomale;si.
Techniky pulzni elektroforézy se vyuziva k separaci neporuSenych molekul DNA

(napt. chromozomiu kvasinek) nebo restrik¢nich fragmentu 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 |

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 sméry, ve kterych molekuly DNA putuji.

 Homogenni pole (homogeneous field). Elektricke

pole, které ma uniformni potencialové rozdily po
celém pol.



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* krokd.

agarose matrix






Oznaceni systému pouzivanych
pro pulzni elektroforézu

PFGE
Pulsed Field Gel Electrophoresis

OFAGE
Orthogonal Field Alteration Gel Electrophoresis

TAFE
Transverse Alterating Field Electrophoresis

FIGE
Field Inversion Gel Electrophoresis

CHEF
Clamped Homogenous Electric Field Electrophoresis

RGE
Rotating Gel Electrophoresis

ZIFE
Zero-Integrated Field Electrophoresis

PHOGE
Pulsed Homogeneous Orthogonal Field Gel Electrophoresis




Soucasti aparatury pro PFGE

Vanahle Speed Pump _atraight Connector

Variable Speed
Ternperature Pump Cakle
Frobe Cable

CHEF Mapper
Pover Module

Furmp
Cannector

Ta Interlock.

Cooling
Module

) T ~oafety [nterlock, _ T
Electrophoresis 25 Pin ._ ahle [ thputtn

Chamber Cable Electrophoresis Cell




Pouzivane standardy velikosti pro PFGE

Konkatemery plazmidu

Konkatemery DNA faga lambda
— Velikost monomeru 48,5 kb
Makrorestrikéni fragmenty bakteridlnich genomu

ATt StaphyZOCOCCUS aureus Lambda ladder S. pombe S. cerevisiae
— Escherichia coli . s .
Chromozomy kvasinek 00 35Mb
— Saccharomyces cerevisiae
(240-2200 Kb)
— Schizosaccharomyces pombe 225 kb
(3,5-5,7 Mb) 50 kb

— Hansenula wingei (1,0-3,1 Mb) 25.00s  1800s  60-120 s
— Candida albicans (1,0-4,0 Mb) Pulzni ¢asy

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




Priprava vzorku pro PFGE

Kultivace bunék do presné stanoven¢ hustoty
Smichani bun¢€k s roztavenou agarozou
Naliti smési1 do malé formicky

lyze bun€k v agar6zovych bloc¢cich
deproteinace DNA WOLTLT &

* Lysis Solution

DOO0O Somesia

Stépeni restrikéni endonukleazou,

ktera Stépi s nizkou frekvenci . |

(velikost fragmentu 50 - 10 000 kbp) [t
-

Pulsed-Field Gel &
Electrophoresis

Pulzni elektroforéza
Barveni gelu v etidiumbromidu




Kapilarni gelova elektroforéza

Kapilarni gelova elektroforéza (CGE) je proces umoznujici

elektroforetickou separaci nukleovych kyselin na zakladé jejich

velikosti.

e CGE relativné malych fragmenti DNA se provadi v povrchoveé
modifikovanych kfemennych kapilarach.

« Horni limit velikosti separovanych molekul je 50 kb.

Capillary Electrophoresis

Computer

Photocat hode

Diata Out
Chart Fecorder

« CGE.AVI

Time {min)


D:/Přednášky/Molekulární biologie - seminář/CGE.AVI

Pouziti kapilarni gelové elektroforézy
* Pro CGE jsou pouzivany dva typa gelt:

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

— roztoky polymert s relativné nizkou viskozitou (fyzikalni
gely)

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

— Kbvalitativni a kvantitativni kontrola oligonukleotidu

— Kvantifikace genové exprese

— Detekce sond hybridizujicich s DNA v kapilare

— Studium interakce DNA s proteiny

— Genotypizace

— Automatické sekvencovani nukleovych kyselin



