Délici techniky nukleovych kyselin

 Metody * Vlastnosti vyuzivané

— Centrifugaéni pro déleni
— Elektromigraéni ~ biomakromolekul

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




Metody elektroforeticke

Elektroforéza patri v molekularni biologii k
nejpouzivané€jim separacnim technikam pri izolaci a
analyze nukleovych kyselin a proteinu

* Princip
— Pohyb nabitych molekul nukleovych kyselin v
elektrickém poli

— Hlavnim nositelem naboje nukleovych kyselin
jsou zaporn¢ nabité fosfatove skupiny

« Cil
— D¢leni molekul na zaklad¢ rozdilnych
elektroforetickych pohyblivosti




Gelova elektroforéza
e Zaklad

« Z praktickych divodu se elektroforéza neprovadi piimo v roztoku, ale na
vhodném nosici

« V ptipadé¢ nukleovych kyselin byva nosi¢em nejCastéji gel

* Pro ptipravu gelu jsou vyhodné 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

« D¢lit 1ze vSechny dulezité biomakromolekuly

e Zmeénou podminek Ize délit podle riznych hledisek

* Rychlost

» Lze pracovat s mikrokvanty nebo preparativné v mikrogramovych
mnozstvich

e Rozdélené molekuly l1ze snadno prokazat a ve funk¢ni formée izolovat
z gelu




Pouzivané nosicCe
Elektroforetické gely pouzivané pro separaci
nukleovych kyselin jsou nejcastéj1 tvoreny

— agarozou

— polyakrylamidem

Vytvareji slozitou sitovou strukturu polymernich
molekul s pory

Velikost poru 1ze ovlivnit slozenim roztoku a
koncentraci polymeru
Optimalni velikost separovanych molekul

— agardzove gely 100 bp az 50 000 bp

— polyakrylamidové 10 az 1000 bp




Usporadani gelové elektroforézy

 Horizontalni o Vertikilni




Elektroforeticka pohyblivost DNA

Rychlost pohybu molekul DNA v 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 fragmentii 0 zndmé

velikosti, oznaCovanych jako
standardy velikosti nebo
hmotnostni standardy.

Témi byvaji vétSinou restrikéni

fragmenty plazmidovych molekul
nebo genomu bakteriofagu, jejichz

piesnd velikost byla stanovena
sekvencovanim.

Vztah mezi velikosti DNA a jeji

elektroforetickou pohyblivosti
v agarézovem gelu
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Agarozove gely
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D-galaktoza 3,6-anhydro-L-galaktdza

Separacni schopnosti gelu v
zavislosti na koncentraci agarozy

Koncentrace agarozy Rozsah déleni ds DNA
0,3 % 5-60kb
0,6 % 1-20kb
0,7 % 0,8—-10 kb
0,9 % 0,S-7kb
1,2 % 0,4—-4kb
1,5 % 0,2-3 kb
2,0 % 0,1 -2kb

zuby hfebinku

gel

0.5-1.0 mm

/ podlozka




Specialni typy agaroz

» Nékteré komeréné dostupné agardzy nejsou zcela
Cisté; jsou kontaminovany dalSimi polysacharidy,
solemi a proteiny.

» Tyto latky mohou ovlivnit jak rychlost migrace
DNA v gelu, tak pouzitelnost DNA vyizolovan¢ z
gelu.

» Rada vyrobctl ptiravuje specialni typy agardz pro
dany ucel

— Agardzy s nizkym bodem tani/tuhnuti (LMT) pro
preparativni ucely
— Agardzy s vysokou rozliSovaci schopnosti pro analyzu

velmi malych fragmenta (10 — 500 bp). Pouzivané
koncentrace jsou 4-10 %.




Alkalicka agarozova elektroforéza

Pro analyzu ssDNA nebo RNA
— Analyza velikosti cDNA
— Analyza S1 nukleaza rezistentnich DNA:RNA hybrida

— Srovnani velikosti prvniho a druhého fetézce cDNA
syntetizovaného zpétnou transkriptazou

— Kontrola aktivity enzymu vytvarejicich jednoretézcove
zlomy

 Alkalicke pufry obsahuji 50 mM NaOH.
Za pritomnosti NaOH se agaroza nerozvari, proto
musi byt NaOH piidavan az po rozvareni.

« Detekce pomoci 32P znacenych koncti




Priprava agarozového gelu




Priprava polyakrylamidovych gelu
Slozeni: kopolymer

akrylamidu a N,N,- metylenbisakrylamidu

Monomer je neurotoxin -h a mutagen

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—-150bp
20 % 6 — 100 bp
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Aparatura pro vertikalni elektroforézu

predni deska

(sklo) \




Typy polyakrylamidovych geli

 Nedenaturujici gely

— Gely pro separaci dvouietézcovych molekul v nativnim
stavu

— Jsou pouzivany pro separaci malych fragmenttu dsDNA a
heteroduplexu
 Denaturujici gely
— Gely separujici jednoretézce
— Jsou pouzivany pi1 sekvencovani
 Denaturujici gradientové gely
— Fragmenty DNA se pohybuji gelem, v némz se zvySuje
koncentrace denaturacniho agens

e Mocovina
e Formamid

— Pouzivaji se pro separaci stejné dlouhych fragmentt liSicich
se svou sekvenci




Gely pro sekvencovani

Vysledkem reakci pouzivanych pri sekvencovani DNA jsou
jednoretézcové oligonukleotidy o délce desitek az stovek bazi.

Lze je uCinné oddélit
na denaturujicich polyakrylamidovych gelech.

Podminky elektroforézy musi byt takové, aby se béhem separace
zabranilo vytvareni lokalnich dvouretézcovych struktur.

Pouzivaji se gely s vysokou koncentraci denaturujicich latek
(napf. mocoviny).

Vlastni elektroforéza probiha pfi vysokém napéti.

To ma za nasledek, ze se gel zahteje na 50-70 °C.

Kombinace téchto dvou faktort zarucuje upnou denaturaci
jednoretézc.




Pufry pro nanaseni vzorki

» Nanaseci pufry slouzi pi1 elektroforéze NA

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

— Obarveni vzorku pro snadnéjsi nanaseni

— Pridani pohyblivého barviva do vzorku pro
moznost sledovani prubéhu elektroforézy

» Rozd€leni nanaSecich pufrt
— ZaloZené na sacharoze
— Zalozené na glycerolu

— ZaloZené na Ficollu®

— Kombinované
— Alkalicke




Prehled pohyblivych barviv v nanasecich pufrech

Migrace barviv je vice ovlivnéna nabojem nez velikosti molekuly

0,5-1,4% 4 % 6 %
agaroza polyakrylamid polyakrylamid
Xylencyanol 4 kb 170 bp 105 bp
Bromfenolova modf 300 bp 40 bp 25 bp
Oranz G 50 bp - -
Bromkresolova zelen Pouze pro alkalickou agar6zovou elektroforézu
100 bp




Pouzivané elektroforetické pufry

Pufr Zkratka| Pracovni koncentrace Zasobni
koncetrace
Tris-acetatovy TAE |1x:0,04 M Tris-acetat 50x
1 mM EDTA
Tris-fostatovy TPE |1x:0,09 M Tris-fosfat 10x
2 mM EDTA
Tris-boratovy TBE |0,5%:45 mM Tris-borat Sx
1 mM EDTA
Alkalicky 1x: 50 mM NaOH 1 %
1 mM EDTA
Tris-glycinovy 1x:25 mM Tris Sx
250 mM glycin

0,1 % SDS
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Faktory ovliviujici rychlost migrace v gelu

1. Molekulova velikost DNA

 Molekuly linearni dsDNA se pohybuji
rychlosti, ktera je neprimo umérna
logaritmu (log,,) jejich velikosti - poctu
paru bazi) v:loglM

 Molekuly se pohybuji ve tvaru zavitu

primocare a plynule od katody k anodé

» Efekt molekularniho sita — vétsi molekuly
migruji mnohem pomaleji vzhledem k
vétSimu trecimu zbrzd’ovani




Faktory ovliviujici rychlost migrace v gelu

2. Koncentrace gelu

 Linearni DNA fragmenty dané velikosti
migruji ruznou rychlosti gely obsahujicimi
ruznou koncentraci gelu. Plati linearni vztah
mezi logaritmem elektroforetické mobility
DNA (m) a koncentraci gelu (7):

log m =log m, - K 1,
kde m, je volna elektroforeticka
mobilita DNA a K_ je retardacni
koeficient, konstanta, ktera souvisi
s vlastnostmi gelu a velikosti a

tvarem migrujicich molekul.
Viz téz tab. koncentraci.




Faktory ovliviujici rychlost migrace v gelu
3. Konformace DNA

* Superhelikalni forma (forma I), oteviena kruhova forma (forma II) a
linearni forma (forma IIT) DNA téZze velikosti migruji agarozovym
gelem ruznou rychlosti.

« Relativni mobilita téchto tri forem zavisi predevSim na koncentraci
agarozy v gelu, ale je ovlivnéna rovnéz silou aplikovaného proudu,
iontovou silou pufru a hustotou superhelikalnich otacek u formy I.

« Za urcitych podminek migruje forma I rychleji nez forma III; za
jinych podminek je tomu naopak. Forma II je vZdy nejpomalejsi.

« Jednoznacnou metodou pro identifikaci ruznych komformac¢nich
forem je provedeni elektroforézy za pritomnosti zvySujici se
koncentrace EtBr.

— Odstranuji se negativni superhelikalni otacky v DNA, zvétSuje se prumeér
molekuly a rychlost pohybu se snizuje
— Pri kritické koncentraci barviva (0,1 — 0,5 mg ml) jiz zadné

o\ r




Faktory ovliviujici rychlost migrace v gelu

4. Aplikovana voltaz (V/cm)

* Pri nizké voltazi je rychlost migrace
linearni DNA proporcionalni aplikované
voltazi.

* Se zvySujici se silou elektrického pole se
rychlost migrace fragmenti zvySuje
rozdilné a efektivni rozsah separace v
agarozovém gelu je snizen.

* Pro maximalniho rozliSeni DNA fragmentu
vétSich nez 2 kb je horni hranice 5 V/cm.




Faktory ovliviujici rychlost migrace v gelu

5. Smer elektrickeho pole

 DNA molekuly vétsi nez S0 kb migruji v
agarozovém gelu stejnou rychlosti ve
sméru konstantniho elektrického pole.

* Jejich rychlosti se zméni v pulznim poli
pri pulzni gelové elektroforéze.




Faktory ovliviujici rychlost migrace v gelu

6. SloZeni bazi a teplota

* V agarozovém gelu na rozdil od PAGE slozeni bazi
ani teplota (v rozmezi 4 — 30 °C) neovliviiuji rychlost
migrace.

* Elektroforéza se obvykle provadi pri pokojové teploté

* Gely z LMT nebo o nizké koncentraci (0,3 %) se
pousti pri 4 °C.

7. Pritomnost interkalacnich barviy

* EtBr snizuje elektroforetickou mobilitu linearnich
molekul asi o 15%.

* Interkalaci EtBr se prodluzuje délka molekul DNA
(linearnich a OC).




Faktory ovliviujici rychlost migrace v gelu

8. SloZeni elektroforetickych pufri

 Mobilita je ovlivnéna iontovou silou a
slozenim elektroforetického pufru.

« Za nepritomnosti ionti je rychlost
migrace nizka nebo zadna.

* 3 zakladni pufry: TAE, TBE a TPE (pH
okolo 7,5-7,8).




Metody detekce

* Po probéhnuti elektroforézy je tieba identifikovat polohy
rozdélenych molekul, které nejsou pouhym okem viditelné.

* Molekuly DNA Ize snadno zviditelnit

— Pfimym barvenim vhodnym barvivem
* Nejjednodussi a nejlevnéjsi
« Barvivo se vaze na DNA

« Zbarventi je proporcionalni koncentraci DNA a tim 1 velikosti fragmentu

— Prtiklad: 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 zna¢enim ¥P oznacenych dNTP pfipojenych na konce fragmenti
DNA

» Lze aplikovat jen na vysoce precisténé sekvence

« Kazdy fragment ma stejny pocet koncu, intenzita znacky neni zavisla na délce
fragmentu

» Polohy prouzkii na gelu se znazorni autoradiograficky
 Je citlivéjsi nez barvici metody, ovSem drazsi
— Hybridizaci se zna¢enou sondou




Rozdéleni barviv pro detekci nukleovych kyselin

Klasicka barviva NA  Kyaninova barviva
— Interkala¢ni fenantridinova — Puvodni patentovana
barviva  Pro barveni gelu
* Etidium bromid — SYBR Gold
* Etidium homodimer — SYBR Green |
* Propidium jodid — SYBR Green 11
— Indolova a imidazolova barviva * Pro kvantifikaci
vazajici se na mensi zlabek - gilc_éGreen
— 1aureen
* DAPL — RiboGreen

» Hoechst (bis-benzimid)

_ Dal¥i barviva — Pro buniky impermeabilni s

vysokou citlivosti

» Akridin oranz + TOTO, TO-PRO a SYTOX
* 7-amino-aktinomyein D — Pro buriky permeabilni

» Cytologicka barviva SYTO
— Chemicky reaktivni SYBR

barviva tvorici biokonjugaty

* Hydroxystilbamidin
« LDS 751
— Nevyzadujici detekci UV-svétlem
* Metylénova modrt
* Barveni stfibrem




Fenantridinova barviva — Etidium bromid

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

 Mutageny a karcinogeny
« EtBr a Pl se vaze jak na DNA, tak na RNA

* Po vytvoreni komplexu EtBI’-DNAjC %0 300 30 400 40 500 550 600 €50 700 750
pozorovana ~20 - 30 x vysSi fluorescence Wavelength (nm)

e Citlivost 1-5 ng DNA, 5 ng RNA (254 nm)

« Polyakrylamid zhasi fluorescenci EtBr, neni
mozné detekovat méné jak 10 ng DNA

Fluorescence excitation
T 0 T T T T
Fluorescence emission

Etidium bromid (fenantridinium, 3,8-diamino
-5-etyl-6-fenyl-bromid)

Srovnani vysledku

Amesova testu
u EtBra SYBR

Fold increase in revertants

TAOTA  TASE  TA100 TAI02 TA1535 TA1537 TA1538
Test strain




Komercni kyaninova barviva - SYBR® Green a SYBR® Gold

SYBR Gold

SYBR Green I

Fluorescence excitation
Fluorescence emission

300 350 400 450 500 550 600 650 700
Wavelength (nm)

* vysoka afinita k NA

* 1000% vyssi fluorescence po vazbé na NA
e 25 — 100 x citlivéjsi nez EtBr

* Vhodna pro ds DNA, ssDNA a RNA

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




Dimerni kyaninova barviva s vysokou afinitou k NA
abcdefgh 1]

a. POPO-1 POPO-

b. BOBO-1 § vovor
2 TOTO-1

c. YOYO-1 £ JOIO-

d. TOTO-1 . LoLo1

e. JOJO-1 2 Yovo3

f. POPO-3 3

g. LOLO-1 | _

h. BOBO'3 400 51IZIIJ D 700 800

. YOYO-3 Wavelength (nm)

i. TOTO-3

Citlivost 15 — 50 pg dsDNA (300 nm)
TOTO-1

chinolinium, 1-1'-[1,3- propandiyl bis[(dimetyliminio)-3,1- propandiyl]]bis[4-[(3-metyl-2(3H)- benzotiazolyliden)metyl]] tetrajodid

5 — _H CH — [
+1 3 +1 3

,% CH N(CH)3 =N = (CH,)3 =N = (CH,),N CH —Q

N+ CH CH +N

3 3
GHE CH

41 8




Barveni stribrem

Barveni NA stribrem ma
mirne vyssi citlivost

nez barvenim EtBr
Citlivost 100 pg DNA v PA

dsDNA, ssDNA 1 RNA
Lepsi citlivost vykazuje - s
u polyakrylamidovych
gelu nez u agarézovych o

|

(1
l

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

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

— Zastaveni (ledova kyselina octova)




* Pouzivané vinové délky UV-svétla

— 254 nm
— 302 nm
— 365 nm

Dokumentace

o

Kodak Wratten 22A filter

/ Polaroid film holder

transilluminator filter

/uv lights

m/'/}rr’\{\'\m/




Metody izolace DNA z gelu

Elektroelucni

Vymrazovani

Zachyceni na membranu

Agaraza — enzym degradujici agarozu
Fenolova extrakce po roztaveni v LMT agardze
Pasazovani pres DEAE-Sephacel

Komerc¢ni kity s purifikaci na kolonkach




Pulzni gelova elektroforéza

Pfi1 konvencéni gelové elektroforéze se molekuly DNA pohybuji od katody k anodé
piimocare a plynule a rychlost pohybu je imérna jejich velikosti.

Rozdéleni molekul je podminéno rychlejsSim prichodem mensich molekul
porovitou strukturou gelové matrice.

Tento princip separace se uplatnuje u molekul DNA do velikosti pfiblizn€ 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 uréitym uhlem (90-180°) v
casovych intervalech periodicky méni.

Aby se molekuly DNA mohly pohybovat ve sméru zménéného elektrického pole,
musi nejdiive zménit svou orientaci.

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

(napi. chromozomu kvasinek) nebo restrikénich fragmentii o velikosti nékolika
megabazi. Horni limit velikosti separovanych molekul je 6 000 — 10 000 kb.




Z.akladni terminy t)'fkaji(',l se PFGE

173! I e 1 ey Y o N ity [ min |

Pulzni pole (pulsed field).
Jektroforetlcky proces, ktery
pouziva vice nez jedno elektricke
pole, a ve kterém se elektricka
pole stridave aktivuyji.

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

Reorientaéni iihel (reorientation angle). Uhel mezi
dvéma stridajicimi se elektrickymi poli, tj. uhel mezi
ruznymi smery, ve kterych molekuly DNA putuji.
Homogenni pole (homogeneous field). Elektricke
pole, které¢ ma uniformni potencialove rozdily po
celém poli.




Princip separace molekul v pulznim poli

A. Molekuly DNA o ruznych velikostech v prosttedi bez
elektrického pole

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

C. Pti pulzni elektroforéze je elektrické pole E1 preruSeno a
nahrazeno polem E2 v jiném sméru. Aby mohla DNA ve sméru
druh¢€ho pole migrovat, musi se nejdiive reorientovat ve sméru u
nového pole. Cim jsou molekuly vétsi, tim del$i dobu spotiebuiji
ke své reorientaci, a dochazi tak ke zpomalenti jejich pohybu.

Pokud jsou ob€ pole ste;na A B 2 C.
(smér, napéti, pulzni Casy), sk, +|°, ® ,° o L o "
bude vysledna draha pohybu e o« %) | e o %,
vr s v , . . 50 kb@ vivpudth @ vk, @ £
pfima, slozena z jednotli- I A N PR
vych !cik-cak® kroku. 500 kﬁ@ % °. o| ¥ s " . .
.o.\-..‘ ® o % .o °

N agarose matrix —




Pohyb DNA v agarozovém gelu pri PFGE
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Oznaceni systému pouzivanych rerec  «f" |+
pro pulzni elektroforézu b

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 =X

PHOGE RGE °
Pulsed Homogeneous Orthogonal Field Gel Electrophoresis
—




Soucasti aparatury pro PFGE

Varable Speed Pump atraight Connector

Eick Release
Connectar
T

Yariable Speed

Temperature Furmp Cable

Frobe Cahle

CHEF Mapper
FPover Module

F Ut
Connectar

’H( To Interlock.

—Y

Cooling
Module

Reducer

) T safety [nterlock, T
Electrophoresis 25 Fin Cahle Cutput to

Chamber Catble Electrophoresis Cell




Faktory ovliviiujici separaci
molekul DNA pri PFGE

Napc¢ti

Typ agarozy

Koncentrace agardzy

Teplota

Typ pufru (TAE- rychle;jsi migrace, TBE- pomalejsi)
Reorientacni uhel

Pulzni Casy

Zarazeni sekundarnich pulznich Casu nebo preruseni




Vliv reorienta¢niho uhlu

FIGE mode

1807 angle

ix TAE, 14 °C

9 Wem forwardg

& VYocm reverse

Switch time 200=-800 msec ramp

Forward switch time = reverse time

Run time = 18 hr

Lane 1: Bio-Rad’s A-Hind il standard
(6.6, 9.4, 23.1 kb)

Lane 2 Bio-Rad's 8-48 kb size standard
8.3, B8, 10.0, 122, 15.0,
17.1, 18.4, 22.6, 24.8, 28.9,
33.5, 38.4, 48.5 kb)

Two-state mode

30 min switch time

2 Viem (67 V), 14 °C, 1x TAE
48 hour fme

O.8% Chromosomal Grade
Agarose

Filg. 1 Increased mobility of 5. pombe

i hor as A 106° ar 8. 120° angle. Fig. 2 High resolution of 8=48 kb size standard on the
wsomes. A wile gl CHEF Mapper System with asymmetric voitage FIGE.




Volba pulznich intervalu
v zavislosti na velikosti
separovanych molekul

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 160(
Size (kb)

Switch times (minutes)
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Sekundarni pulzni pole
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Pouzivané standardy velikosti pro PFGE

» Konkatemery plazmidu
» Konkatemery DNA faga lambda
— Velikost monomeru 48,5 kb
» MakrorestrikCni fragmenty bakteridlnich genomu

— StaphleCOccuS aureis Lambda ladder S. pombe S. cerevisiae

— Escherichia coli 5.7 Mb

4,7 Mb

e Chromozomy kvasinek fo00k

— Saccharomyces cerevisiae
(240-2200 Kb)

— Schizosaccharomyces pombe
(3,5-5,7 Mb) 50 kb

-
~
-
—
—
-

2200 kb
225 kb

— Hansenula wingei (1,0-3,1 Mb) 25.00s 1800 s
— Candida albicans (1,0-4,0 Mb) Pulzni casy

60-120 s

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




Priprava vzorku pro PFGE

Kultivace bunék do presné€ stanovené hustoty
Smichani bunék s roztavenou agardzou

Naliti smési do malé formicky oy

o CDCD Cells
lyze bunék v agardézovych bloccich \
deproteinace DNA vod [T T Regroso

+ Lysis Solution

Stépeni restrikéni endonukleazou, A e
ktera Stépi s nizkou frekvenci S
(velikost fragmenti 50 - 10 000 kbp) T ___=

A
Cht Pulsed-Field Gel &

Electrophoresis

Pulzni elektroforéza \

\

Barveni gelu v etidiumbromidu

Si
BRRIL =

NIHEHES

[ HINO{w
| 111 10fe




Schéma pripravy vzorku pro PFGE

Bunécna kultura,

jednobunééné Zivo&isna nebo Krev
organizmy rostlinna tkan ‘
Shromazdit Disociovat Koncentrovat bilé krvinky

centrifugaci ‘ /

Promyt bunéénou suspenzi

|

Stanovit koncentraci bunék
a naredit na prislusnou hodnotu

-V

Optimalné stépit Smichat buiiky s nizkotajici agarézou
bunéénou sténu a nalit do formicky

-

Stépit proteiny proteinazou K

v pufru s EDTA a detergenty

Dikladné promyt v pufrus EDTA
Alternativné odstranit proteinazu K pomoci PMSF

Skladovat v pufru s EDTA




Separace kruznicovych molekul DNA
pomoci PFGE

» Kruznicova DNA se pohybuje v
agarOzovych gelech velice odlisné v

porovnani s linearni DNA. Také na zmény

parametru pulzni elektroforézy reaguje

kruznicova DNA odlisné

1.5 V/iecm 7 V/em
24 sec 5.14 sec

Priklad separace smési konkatemerut
linearni DNA a monomeru kruznicoveé
DNA v superhelikalnim stavu. Pi1
pouziti dvou ruzné silnych poli putuyi
linearni molekuly v jedné draze, kdezto
kruznicové z této drahy vyboci.




Dvourozmérna pulzni gelova

elektroforeéza

* Preparativni a e
dvourozmérna e
PFGE ma vyuziti - - - —
zejmeéna pii -
konstrukei DN
makrorestrikénich e
map l
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ReSeni problémi p¥i PFGE

Problémy pfi i1zolaci — nanaSeni vzorku — Stépeni RE — nastaveni PFGE
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11 12 13




