Elektroforéza nukleovych kyselin
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Elfo nukleovych kyselin

evr

Elektroforéza nukleovych kyselin je zalozena na tom, Zze NK
jsou v neutralnim nebo zasaditém prostredi polyanionty.

Pohyblivost DNA pfi elektroforéze je zavisla na elektrickém
naboji (Q) a frikcnim koeficientu (§). Oba parametry jsou pfimo
umerne velikosti molekuly

Se zvysujicim se poctem nukleotidu (zvysujici se molekulovou
hmotnosti) v molekule DNA (RNA) umérné roste i naboj
molekuly, pomer mezi molekulovou hmotnosti a nabojem je
konstantni. Konstantni je i pomér mezi celkovym nabojem a
frikCnim koeficientem;

= Q/g =2 x10%cm?/Vs, kde p, je mobilita DNA ve volném roztoku.

Tento fakt znemoznuje uc€inné rozdéleni nukleovych kyselin ve
volném roztoku na zaklade jejich velikosti.

Elektroforéza NK se proto provadi na vhodném nosii—atoi z
praktickych ddvodu (snadna manipulace, stalost ziskaného
rozdeleni apod.).

Casem se jako nosiCe nejlépe osvedcily agarosa a
polyakrylamid.



Agarosa a polyakrylamid

Agarosa je ziskavana z morskych ras. Je to
linearni polysacharid, jehoz zakladni
strukturni jednotka je slozena z D-galaktosy
a 3,6-anhydro-L-galaktosy. Primérna
velikost molekuly agarosy €ini 300-400
zakladnich jednotek
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Polyakrylamidovy gel vznika
polymeraci akrylamidu s pfimesi
bisakrylamidu, ktery umoznuje
zesitovani linearnich vlaken a
vytvoreni prostoroveé struktury. Pro
probéhnuti reakce je tfeba APS a
TEMED.



Vyhody a nevyhody agarosoveho a polyakrylamidoveho

gelu

« Agarosovy gel

evropsky
soCElns
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Snadna pfiprava

Velké rozmezi velikosti molekul DNA,
které je mozné na agarose délit

Vysoka cena

Prirodni produkt, jednotlivé sarze i od
stejného vyrobce se mohou trochu liSit
a poskytovat odliSné vysledky.

DNA izolovana z agarosoveho gelu
muze byt kontaminovana latkami (napf.
sacharidy, ionty kovu), které mohou
inhibovat nasledné provadéné reakce
(restrikni tépeni).
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* Polyakrylamidovy gel:

Pracnéjsi pfiprava

Treba davat vétSi pozor pfi manipulaci,
protoze akrylamid a N,N’-
metylenbisakrylamid jsou vysoce
toxické a kumuluji se v organismu

Vysoka rozliSovaci schopnost (0,2%),
tj. dokaze rozlisit napf. DNA o délce
500 bp od DNA 501 bp

Dokazou pojmout mnohem vetsi
mnozstvi DNA nez agarosové gely bez
ztraty rozliSeni

DNA izolovana z polyakrylamidového
gelu je vysoce Cista a muze byt pouzita
| pro velmi naroCné molekularné-
biologické techniky (napf. mikroinjekce
DNA do mySich embryi).



Schematicky diagram zavislosti mobility DNA na

velikosti jeji molekuly

. TFi razné rezimy déleni
molekul:
1. Ogstonovo sito
2. Plazeni bez napinani
3. Plazeni s napinanim
. R, - gyracni polomeér
molekuly DNA
. a — prumeérna velikost pord
agarosoveho gelu
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Zavislost elektroforetické pohyblivosti DNA vzhledem k
velikosti jeji molekuly

5

buffer: 0.5x TBE 0.5 ug/ml ethidium bromide
electrophoresis: 1 Vicm for 16 hours

Logo nucleotide pairs

0.5%
0.7%
0.9%
1.2%
1.4%
| | | | 1 |
. 1 2 3 4 5 6

Distance migrated (cm)
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Rozmezi efektivni separace fragmentu DNA v
polyakrylamidovem a agarosovem gelu

TABLE 6.4 Effective Range of Separation of DNAs in Polyacrylamide
Gels
Effective

Acrylamide range of separation Xylene Bromophenol
(% [w/v])* (bp) cyanol FF* blue®
3.5 1000-2000 460 100
5.0 80-500 260 65
8.0 60-400 160 45
12.0 40-200 : 70 20
15.0 25-150 60 15
20.0 6-100 45 12

*N,N' methyleneblsacrylamlde is included at 1/30th the concentration of acrylamide.

"The numbers given are the approximate sizes (in nucleotide pairs) of fragments of double-
stranded DNA with which the dye comigrates.

Efficient range of

i separation of linear
Amount(%?\ﬁ?if)se HiEs DIEI)A molecules (kb)
5-60
g'g 1-20
0.7 0.8-10
0.9 0.5-7
1.2 0.4-6
1.5 0.2-3
2.0 0.1-2
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Priprava horizontalniho
agarosoveho gelu
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Aparatura pro polakryamidovou gelovou elektroforézu
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Bezne pouzivané elektroforetické pufry

. , e ' Working Concentrated stock
* Elektroforeticka mobilita DNA Buffer solution solution (per liter)
. . v v , Tris-acetate 1x:0.04 M Tris-acetate 50x: 242 g Tris base
je ovlivnéna slozenim a (TAE) 0.001 M EDTA 57.1 ml glacial acetic acid
3 . 100 ml1 0.5 M EDTA (pH 8.0)
IoNn tOVO u Si I ou Tris-phosphate 1x:0.09 M Tris-phosphate 10x: 108 g Tris base
. , (TPE) 0.002 M EDTA 15.5 ml 85% phosphoric acid (1.679 g/ml)
elektroforetického pufru. ' 40m10.5 M EDTA (pH 8.0)
Tris-borate® 0.5X%:0.045 M Tris-borate 5x: 54 g Tris base
% i ° 1 (TBE) . 0.001 M EDTA . 27.5 g boric acid
* V nepritomnosti iontu je . 20 ml 0.5 M EDTA (pH 8.0)
; 2 : T 4 Alkaline® 1x: 50 mN NaOH 1x:5ml 10 N NaOH
elektricka vodivost velmi nizka v ety S 1 0.8 EDCA (4 8.0)
1 1 "A precipitate forms when concentrated solutions of TBE are stored for long periods of time. To avoid
a‘ D NA p Utuj e Ve I m I pO m al u 1 problems, store the 5X solution in glass bottles at room temperature and discard any batches that develop a
. ’ precipitate.
bendy JSOU rozmazane . TBE was originally used at a working strength of 1x (i.e., a 1:5 dilution of the concentrated stock) for

agarose gel electrophoresis. However, a working solution of 0.5X provides more than enough buffering
power, and almost all agarose gel electrophoresis is now carried out with a 1:10 dilution of the concentrated

N ALl r
° stock.
POku d po UZIJ e m e p Ufr O VySO ke TBE lis uscd“at a w;rfking strength of 1x for polyacrylamide gel electrophoresis (see page 6.39), twice the
. s . . 7 strength usually used for agarose gel clectrophoresis. The buffer reservoirs of the vertical tanks used for
10 ntOVé Sl Ie VOd |VOSt Je VySOka polyacrylamide gel electrophoresis are fairly small, and the amount of electric current passed through them
’ is often considerable. 1x TBE is required to provide adequate buffering power.
a VyV I’J I’ se Vel ké m nOZStVI’ "Alkaline electrophoresis buffer should be freshly made.

tepla. Muze dojit k roztaveni
agarosoveho gelu nebo k
denaturaci DNA.

« Casto pouzivany TAE ma
menSi pufracni kapacitu nez
TBE nebo TPE.
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Nanaseci pufry pro elektroforézu

: : . Storage
* Buffer type 6x Buffer ‘ : temperature

I 0.25% bromophenol blue 4°C
0.25% xylene cyanol FF g
40% (w/v) sucrose in water

11 0.25% bromophenol blue room temp.
0.25% xylene cyanol FF
15% Ficoll (Type 400; Pharmacia) in water

111 0.25% bromophenol blue 4°C
0.25% xylene cyanol FF
30% glycerol in water

v 0.25% bromophenol blue 4°C
40% (w/v) sucrose in water

A% Alkaline loading buffer
300 mn NaOH 4°C
6 mm EDTA

18% Ficoll (Type 400; Pharmacia) in water
0.15% bromocresol green '
0.25% xylene cyanol FF

These gel-loading buffers serve three purposes: They increase the density of the sample,

ensuring that the DNA drops evenly into the well; they add color to the sample, thereby -

simplifying the loading process; and they contain dyes that, in an electric field, move toward
_ the anode at predictable rates. Bromophenol blue migrates through agarose gels approximate-
ly 2.2-fold faster than xylene cyanol FF, independent of the agarose concentration. Bromo-
phenol blue migrates through agarose gels run in 0.5X TBE at approximately the same rate as
linear double-stranded DNA 300 bp in length, whereas xylene cyanol FF migrates at approxi-
mately the same rate as linear double-stranded DNA 4 kb in length. These relationships are
not significantly affected by the concentration of agarose in the gel over the range of 0.5% to
1.4%.
Which type of loading dye to use is a matter of personal preference. However, bromocresol
green should be used as a tracking dye in alkaline gels because it displays a more vivid color
than bromophenol blue at alkaline pH..
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~» Nanaseci pufry plni tri
role:

Zvysuji hustotu
nanaseného vzorku,
ktery ochotnéji klesa
ke dnu startu.

Svou barvou
usnadnuji nanaseci
proces.

Bé&hem elektroforézy
indikuji pribliznou
polohu jednotlivych
fragmentt DNA. BPB
migruje v 0,5 x TBE
asi jako linearni DNA
300 bp dlouha, XC
priblizné jako 4 kb.



*  Klasickym Cinidlem pouzivanym k obarveni 1

gelu je ethidiumbromid (2,7-diamino-10- Barveni gelu
ethyl-9-fenyl-fenanthridinium bromid).

* V souc€asnosti jsou k dispozici i dalsi Cinidla

(SYBR Green ). Reselines sHES e U oo nllR ¢ ¢ o d
«  Fluorescenéni vytézek komplexu SYBR m"’xp D T PR
Greenl/DNA je vice nez 5x vysSi nez - i
komplexu EtBr/DNA g < =
. Detekce dsDNA je velmi citliva — SYBR Green W o= Yo TR O
| dokaze detegovat méné nez 20 pg (60 pg) - B :
DNA v jednom elfo prouzku pfi pouZziti 254 nm

(300 nm) UV zareni (25x vysSi citlivost nez v w0 ol R Qo
pripadé EtBr) P TOELOR %Qm%

- Citliva detekce oligonukleotidd — témér 100x Mt =
citlivejsi nez EtBr D gg g@ Q= CQ_«C: )

«  Snadné pouziti — snizené pozadi v > R . Ty A - T
nepritomnosti DNA v porovnani s EtBr, to T — e
umoznuje vynechat odbarvovaci krok. ’ -

* Snadno se odstranuje z dsDNA pfesrazenim B, O

o-1188 D-1308 x.a
. D-3571 xecmycreo0

etanolem. . 2
*  Nizka koncentrace SYBR Green | pouzivana

pfi barveni vétSinou nijak vyznamne P SO, SN W, S SR e e e

neinhibuje restrikCni Stepeni. SR 5 4 ,

« Barveni stfibrem — polyakrylamidové gely - e

« Radioaktivita _ o ST
v 4 e v e 0 ALp? g X, (N =CH = CH ~>~,),-'é-’(°~,),:':<-l(°'x’:"— °‘“°‘“"r‘} ,?7‘“’”'-’“‘ __"°'l’=‘b'”‘

+ Kovalentné navazané fluorescencéni = g . = 00 VT

Y
slouceniny —_— S
T1265  Me-ony Y-3601 x40 ae0 V-fS?! Xe0 we0

T-3604 Xe8 et T-3605 Xe$ aer

Y-3606 x+0 aet Y-3607 x40 st

T-7596 Xe8 a2
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Dokumentace gelu ozareného
ultrafialovym svetlem

Horni obrazek znazornuje
usporadani zdroje UV zareni,
gelu a fotoaparatu, pfi kterém
je zdroj UV zareni umisten
pod gelem a DNA je
zviditelnéna prochazejicim
zafenim.

Spodni obrazek ukazuje
sestavu, pri které je pro
vizualizaci DNA pouzito
odrazenych UV paprsku.

incident UV light

Transmitted
illumination

Kodak Wratten 22A filter

transilluminator filter

UV lights
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gel on black background

box or shields



1. Standardy: 250, 500,
750, 1000, 1500, 2000,
2500, 3000, 3500, 4000,

= 5000, 6000, 8000,

= 10000.

3000 bp
2000 bp
1500 bp

1000 bp

500 bp

250 bp




Denaturacni polyakrylamidove gely — BPB a XC jako
indikatory efektivniho rozdéleni

e Denaturacni % Polyacrylamide Bromophenol blue® Xylene cyanol FF*
polyakylamidové gely se ¢ ®
pouzivaji napf. pri sekvenaci 8 19 | 76
DNA 10 12 | 55

' 20 . 8 . . 28

* JakO denaturaénl’ élnlC”O se * The numbers are the approximate sizes of DNA (in nucleotides) with which the

pouziva modovina nebo, marker dyes will comigrate. ' .

méné ¢asto, formamid.

» Aplikuje se vysoké napéti,
elektroforéza se provadi pfi
zvysSené teploté (50°C). Za
téchto podminek je omezena
tvorba sekundarnich struktur
DNA, DNA zustava
jednoretézcova, natazena v
linearni formé&, rozdéleni je
podle velikosti molekul.
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32V

. Draha C:
1. 6,6 kb 1em ]
2. 9,4 kb
3. 13,0 kb
4. 14,0 kb 52V §
5. 23,1 kb '
6. 41,7kb
7. 170 kb 1em ]

72V
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Porovnani rozlisovaci schopnosti u kontinualni (A) a pulsni
(B) elektroforézy

g g . 100
<
s ., 5 E ® ., 5t
Z g £ 8 E 3 £ g —o— Pulsed Field
> < ¢ o > < 6 v . —+— Continuous Field
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Porovnani rozlisovaci schopnosti u kontinualni (A) a pulsni
(B) elektroforézy

100
g £, .
e . g 2 = .§ & Pulsed Field
l,__ 3 £ 3 :; § s 8 0 —+— Continuous Field
£ & 6 v £ < 6 v i
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E 60
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Field Angle = o or 3

l
I
|
|
|
I:_J_l: 0= |a| + |B| = interaction angle.
|
|
I
|
l
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Pulsni elektroforéza — ,

provedeni PFGGE >

o T e e
- PFGGE (pulsed field |
gradient gel |
electrophoresis) — prvni
pokus o rozdeleni velkych
molekul DNA (1984)

» Elektrické pole v tomto
provedeni neni
homogenni, tomu
odpovida i rozlozeni

PFGGE

= s s = &

X{~) Array

g — e

ooooooooooooo

X(+) Auay

ooooooooooooo

molekul DNA v rdznych P e
startech.

« Je velice obtizné, ne-li
nemozné porovnavat
vzorky v jednotlivych

drahach.
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Jina varianta PFGGE
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Usporadani pulsni gelové elektroforézy — OFAGE a TAFE

« OFAGE (orthogonal field
alteration gel

electrophoresis)
 TAFE (transverse ® | )K o

alternating field 4 EmS

electrophoresis) L.

TAFE
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Pulsni elektroforesa — usporadani CHEF a crossed field

 CHEF (clamped homogeneous
electric field)
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Pulsni elekroforesa — usporadani PHOGE a FIGE

@ PHOGE @ FIGE
« PHOGE (pulsed homogeneous L
orthogonal field gel ‘ ’ ;
electrophoresis) . ‘—’t‘ ‘ il
* FIGE (field inversion gel : )
electrophoresis) e e e

AB972
A364a
AB972

E‘f evropaky - Ko @
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Mezi faktory ovlivnujici efektivni rozdéleni dlouhych
molekul DNA patfi u pulsni gelové elektroforézy kromé
napeti také doba pulsu

Empiricky vztah N, = 1,08 X T X VOLTAGE PULSE TIME
(U/d)1,44 v/em 90s 120s 240s
—  Npax----N€jvetsi molekula DNA
separovana pfi dané dobe pulsu A Y A Y A Y

- T....... doba pulsu

- U........ napéti " E H
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. Typicky gel ziskany technikou pulsni Z(’)ny identifikovatelné
gelové elektroforézy obsahuje 4

Z6ny: pulsni elektroforézou
1. Tato zéna zahrnuje malé molekuly
DNA (0,2 — 20 kb), Ize je separovat A B C D
klasickou elfo. - @ -
2. V této z6né se nachazeji molekuly _
které jiz nelze rozdélit klasickou elfo, 4 _ M ]

konkatemery faga A (draha A) liSici

se navzajem o jeden genom jsou

déleny témér linearné nez je

dosazeno inflexniho bodu i. ;
3. V z6né 3 je dosazeno znacné -

zvysSeneého rozliSeni s maximalni

separaci sousedicich konkatemert

faga A. S rostouci velikosti molekul v 2

této zoné dochazi rychle ke snizeni

separace a rozliSeni.

4. Kompresni zona obsahuje vSechny 1
molekuly, které jsou dostate¢né malé -
na to, aby vstoupily do gelu, ale pfilis A - konkatemery faga |

velké, nez aby je bylo mozné za
danych podminek rozlisit. V této zéné
asto dochazi k ,predb&hnuti“ mensi C - chromozomy S. cerevisiae, kmen YNN295
molekuly molekulou vétsi. D - chromozomy S.pombe

= ond v CR  EVROPSKA UNIE S St

e baemamencenctegrent  UNIVERS TAS
e

B - chromozomy S. cerevisiae, kmen ZPH149
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Rozdily mezi sc, linearni a relaxovanou (oc) formou

1 2 3 4 » Gelovou elektroforesou muzeme
delit DNA nejen podle velikosti,
ale take podle tvaru.

« Existuji tfi zakladni formy DNA:

— ScDNA
— OcDNA
— linearni DNA

* 0ocDNA migruje vzdy nejpomaleji.

« U sc alinearni formy DNA jejich
pofadi zavisi na hustote gelu a
napéti.

* Vidsich gelech a pfi nizSim
napéti se vice uplatnuje
kompaktnost scDNA, v hustSich
gelech a pfi vysSim napéti
ziskava navrch linearni forma
DNA vzhledem K jeji vySsi
flexibilité.
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Rozdéleni topoisomeru v
agarosovéem gelu

1 2 3 45 6 7 8 9101112131415
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Na uvedeném obrazku
jsou rozdeleny jednotlivé
topoizomery liSici se
pocCtem superhelikalnich
zavitl. Jednotlivé
prouzky odpovidaji
molekulam plsmidové
DNA o stejné velikosti,
ale liSici se
superhelikalni hustotou.
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